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GLOSARIO

Antibiograma. Prueba microbiolégica que se realiza para determinar la susceptibilidad
(sensibilidad o resistencia) de una bacteria a un grupo de antibiéticos. Las técnicas de
antibiograma son las utilizadas en el laboratorio de microbiologia para estudiar la actividad
de los antimicrobianos frente a los microorganismos responsables de las infecciones.

Biocontrolador. Son organismos que se utilizan para el control de plagas, pueden ser estos
insectos, plantas, hongos y bacterias.

Infeccion. Invasion y multiplicacién de agentes patégenos en los tejidos de un organismo.

Inéculo. Es una suspension de microorganismos vivos que se han adaptado para
reproducirse en un medio especifico.

Patogenicidad. Es la capacidad para producir enfermedad en huéspedes susceptibles.
Patégeno. Se denomina patégeno a todo agente bioldgico externo que se aloja en un ente
biol6gico determinado, dafiando de alguna manera su anatomia, a partir de enfermedades o

dafios visibles o no.

Virulencia. La virulencia es el grado de patogenicidad de un serotipo, de una cepa o de una
colonia microbiana en un huésped susceptible.
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ABREVIATURAS

AUDPC: Area bajo la curva de progresion de la enfermedad.
B: Boro.

BPB: Anublo bacteriano de la panicula.

Ml: Mililitro.

NaCl: Cloruro de Sodio.

O.D.: Densidad 6ptica.

PCR:  Reaccion en cadena de la polimerasa.

UFC: Unidades formadoras de colonias.

Zn: Zinc.



Resumen

Un componente importante de la dieta diaria de los ecuatorianos es el arroz, y su cultivo
cubre una superficie aproximada de 400 mil hectareas, con un rendimiento de 3,9
Tm/ha. Sin embargo, la produccién puede verse afectada por enfermedades como el
tizon de la panicula. Esta enfermedad se la asocia indistintamente con Burkholderia glumae
o Burkholderia gladiolz, debido a que estas especies causan los mismos sintomas en plantas
con la enfermedad. La especie aislada en mayor proporcion en plantas enfermas ha sido
B. glumae; no obstante, se conocen escasos reportes sobre el efecto de la interaccion de
ambos patégenos en semillas o plantulas de arroz, ni el posible control de la enfermedad
utilizando microorganismos benéficos o micronutrientes. Ademas, existe poca
informacion acerca de la virulencia de estos patégenos en las distintas variedades
comerciales de arroz en el Ecuador. En este trabajo se evalud, de forma individual y por
interaccion de las dos especies de patdgenos; el efecto de la infecciéon sobre la
germinacion y el desarrollo postgerminativo de las semillas de arroz; asi como el efecto
de los micronutrientes en el control de la enfermedad del tizén de la panicula causada
por las dos especies de Burkholderias. Por ultimo, se evalué el control de la enfermedad
mediante biocontroladores obtenidos de muestras de suelos. Como resultado se obtuvo
que la cepa de B. glumae afecté de forma significativa en el porcentaje de germinacién de
las semillas; asi como el desarrollo de las raices y cotiledones en las plantulas de todas las
variedades utilizadas. Sin embargo, B. gladioli no mostré mayores influencias en la
germinacion de las semillas de las 5 variedades de arroz; pero si se observé un efecto de
retardo en el desarrollo de las raices y los cotiledones de arroz. Ambas especies patégenas
causaron un efecto significativo en plantas en todas las variedades de arroz, pero la
interaccion de los patégenos no fue significativa. El efecto de los micronutrientes zinc y
boro, sobre el desarrollo de la enfermedad tinzén de la panicula en condiciones
semicontroladas, no mostraron efectos favorables para el control. Sin embargo, se
identificaron tres microorganismos con potencial para el control de B. glumae, incluyendo
Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus altitudinis, asi mismo Bacillus subtilis fue capaz de controlar
el crecimiento de B. gladioli mediante evaluaciones 7 vitro.



Capitulo 1

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El arroz ha sido y es uno de los cereales mayormente cultivado a nivel mundial, y es
considerado como una base en el alimento diario de gran parte de la poblacién en todo
el mundo. En Ecuador, también es un componente importante de la dieta diaria, y su
cultivo ha cubierto en los dltimos doce afios una superficie anual aproximada entre 320
mil a 420 mil hectateas, con un rendimiento de 3,9 Tm/ha, y una produccion de atroz
pilado entre 700 mil a 900 mil toneladas [1]. Sin embargo, la producciéon puede verse
afectada por enfermedades como el tizén de la panicula, la cual esta asociada
indistintamente con Burkholderia glumae o Burkholderia gladioli, debido a que las dos cepas
causan los mismos sintomas en plantas infectadas. La especie aislada en mayor
proporcion en plantas enfermas ha sido B. glumae; sin embargo, se conocen escasos
reportes sobre el efecto de la interaccién de ambos patdgenos en semillas o plantulas de
arroz, ni el posible control de la enfermedad utilizando microorganismos benéficos o
micronutrientes. Ademas, existe poca informacién acerca de la virulencia de estos
patogenos en las distintas variedades comerciales de arroz en el Ecuador. En este estudio,
el efecto individual y por interacciéon de ambos patégenos se lo evaluara inoculando
semillas y plantulas de las cinco variedades de arroz mas utilizadas en el pais. En las
semillas se medira el porcentaje de germinacion, y en las plantulas obtenidas de estas
semillas se medira la longitud de hojas y raices para cada tratamiento. En las plantas se
evaluara la progresion diaria de los sintomas utilizando una escala de severidad. Para los
estudios de control, se realizara una prospeccion 7 vitro contra ambos patégenos
utilizando microorganismos pre-seleccionados aislados de muestras de suelos de
diferentes locaciones. Finalmente, se evaluara el efecto de aplicacién de micronutrientes

como el boro y zinc en el desarrollo de la enfermedad en condiciones semicontroladas.



1.1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Durante sus afios de produccién hasta la fecha, el cultivo de arroz se ha visto
afectado por varias enfermedades, una de ellas es el tizon de la panicula o pudricion
del grano, conocida también como BPB por sus siglas en inglés (bacterial panicle blight),
causada por Burkholderia glumae, reportada por primera vez en Japén en el afio de
1956 [2]. Esta enfermedad presenta sintomas como decoloracién de las espigas,
manchas en las semillas y caida de los granos infectados, y generalmente se la asocia
en dependencia de las condiciones climaticas de temperatura y humedad nocturna
[3]. Esta enfermedad también fue reportada en otros paises de Asia y Africa [4][5];
en Colombia también se ha reportado el proceso de la enfermedad y se ha aislado el
agente causal de la misma [9], asi como en otros pafses de Latinoanmérica [10]. En
el Sur de los Estados Unidos se reporté la presencia de la enfermedad, donde
provoco pérdidas aproximadas de un 40% en los afios 1996 y 1997 [6]; ademas se
evidencié que no solamente B. glumae formaba parte de los aislados procedentes de
plantas enfermas, sino que otra especie B. gladio/i también se encontraba presente y
causaba los mismos sintomas que B. glumae [7][8]. Otros estudios indicaron que, si
bien las dos especies de Burkholderia se encontraban en las plantas enfermas, B. gladioli
se encuentra en menor proporcion que B. glumae, mostrando una baja agresividad
que su par [11]; sin embargo, esto puede ser atribuido a las diferencias relacionadas
con su ubicacién geografica [12]. En Ecuador, recientemente se reporté la presencia
de B. glumaey B. gladioli, como agentes causales del tinzén de la panicula en arrozales
de Palestina (provincia del Guayas), enfermedad que dejé grandes pérdidas
economicas [13][14].

Por otro lado, investigadores japoneses determinaron que B. glumae produce una
toxina de suma importancia para su virulencia, denominando como cepas no
virulentas a aquellas que no las producian [14]. Trabajos posteriores mostraron que
algunas cepas no virulentas de Burkholderia spp. podian disminuir el desarrollo de la
enfermedad de BPB, por lo que se podria estudiar la factibilidad de usarse como
agentes de biocontrol [15][16][17]. Sin embargo, trabajos como estos, se han
realizado muy poco a nivel mundial e inclusive existe poca evidencia del
comportamiento de las dos especies de Burkholderias en una misma planta. Asi, el
estudio de la interaccion entre estas dos especies, podria evidenciar una ruta con la
cual podamos combatir la propagaciéon de la enfermedad en los cultivos de arroz, y
obtener una produccién mas saludable y amigable con el medio ambiente.

1.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos individuales y por interaccion de Burkholderia glumae y
Burkholderia gladioli, agentes causales del tizon de la panicula, en semillas y plantulas



de arroz, asi como su potencial control utlizando micronutrientes o
microorganismos.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos de esta investigacion fueron:

e Determinar el efecto individual y por interaccion de B. glumae y B. gladioli en
el desarrollo de semillas y plantulas de cinco variedades comerciales de arroz.

e Evaluar el efecto de los micronutrientes zinc y boro, sobre el desarrollo de
la enfermedad del tinzén de la panicula en condiciones semicontroladas.

e Identificar al menos un microorganismo con potencial para el control de B.
Glumae y B. gladioli mediante evaluaciones 7 vitro.

1.4 MARCO TEORICO

El atroz (Oryza sativa) es una de las gramineas que ha sido cultivada de forma
intensiva alrededor del mundo debido a su importancia en el porcentaje de la dieta
del hombre [18]. Asia es uno de los continentes en donde el arroz forma gran parte
de la alimentacién basica de sus habitantes. América no se queda atras, y sus paises
también han hecho del arroz parte importante dentro de la cocina diaria, y en
muchos de estos paises este grano es la base de sus platos insignia o sus platos tipicos.
Por su gran demanda, el arroz se ha convertido en el segundo cereal en ser cultivado
a nivel mundial, escoltando al maiz que se lleva el primer lugar debido a sus variados
usos dentro de los procesos de alimentos para el ser humano [19].

En Ecuador, el cultivo de arroz ocupa el tercer lugar en los productos con mayor
superficie sembrada, satisfaciendo la demanda nacional en su totalidad. Existen 5
provincias donde su cultivo ocupa las mayores areas de produccion, Guayas con el
63,85 % es el principal productor arrocero del pais, seguido por la provincia de Los
Rios con un 28,19 % de superficie cultivada, y Manabi ocupa el tercer lugar con un
area cultivada del 4,63 %; el 3 % restante lo comparten las provincias de El Oro y
Loja [1]. En un periodo de 10 afios el auge productivo de esta graminea ha aumenta
la superficie de cosecha de 320000 a 420000 hectareas, resultando en una produccion
de 700000 a 900000 toneladas de arroz pilado. En el primer cuatrimestre del afio
2014, las tres principales provincias arroceras obtuvieron un rendimiento general de
4,67 ton/ha; siendo la provincia del Guayas la que mejor rendimiento obtuvo (4,86
ton/ha), seguido por la provincia de Los Rios con un 4, 49 ton/ha, y Manabi con



un 4,32 ton/ha [20]. Para el afio 2015, el primer cuatrimestre artoj6 un rendimiento
ligeramente supetior al afio 2014, con un valor de 4,78 ton/ha; en donde seguia
siendo la provincia del Guayas la que mayor rendimiento obtuvo entre las tres
principales provincias productoras de este cereal, con un valor de 5,23 ton/ha,
seguido por 5,12 ton/ha de rendimiento que obtuvo la provincia de Manabi, este
repunte en el rendimiento de su produccion desplazé a la provincia de Los Rios a la
tercera ubicacion en el rendimiento con un 4,02 ton/ha [21].

Segun fuente del Instituto Nacional de Estadisticas y Censos INEC), la variedad de
arroz mas solicitada por el productor en el afio 2014 fue la INIAP-14; mientras que
para el ano 2015, las variedades mas requeridas por los productores fueron la INIAP-
14 con un 38,9 % y la SFL-09 con un 26,5 %; el resto del porcentaje fueron ocupadas
por las variedades restantes que se utilizan en la produccion en el pais. Las encuestas
realizadas por el INEC sefialan que el 70 % de los productores han indicado que una
de las problematicas con las que se han encontrado en el afio 2015 y que han
disminuido sus producciones han sido indiscutiblemente las plagas y las
enfermedades; de éstas, el manchado de grano ha sido observado por un 35 % de
los productores y el vaneamiento de granos un 14 % [21].

Este tipo de enfermedades han sido reportada por productores alrededor del mundo
y ha sido la causa de pérdidas de mas del 75 % de la produccion; el manchado de
grano o pudricién de la panicula, conocido como BPB por sus siglas en inglés
(bacterial panicle bligh?), es una de las enfermedades bacterianas, generalmente causada
por Burkholderia glumae, antes denominada como Pseudomona glumae, y fue reportada
por primera vez en Kyushu-Japon, en 1956 por Goto y Ohata [2]. Desde entonces,
el BPB ha sido reportado en varios paises del continente asiatico como Taiwan [22],
Vietnan [23], Sri Lanka, Malasia, Filipinas [24], Nepal [25], Korea [26], China,
Tanzania, Tailandia, Indonesia [27], Cambodia [28]; asi como en Colombia [10],
Estados Unidos [11], Panama [29], Venezuela [30] y hace poco en Ecuador [14].
Tanto ha sido la afectacién que esta enfermedad causé en sus inicios, que Ham ez a/.
en el 2011, la denominé como la préxima enfermedad con mayor importancia para
este cultivo.

Algunos estudios han demostrado que la enfermedad podria afectar en gran parte
del desarrollo del cultivo desde la germinacién, produciendo una inhibicién de la
misma, asi como una decoloracion, seguido de una necrosis de la panicula, hasta
causar esterilidad en flores y producir el aborto del grano [7][26][6].

Las lesiones que causa el BPB a nivel de la hoja se evidencian con una coloracién
amarillenta que se torna a un color marrén rojizo con forme avanza la infeccion,
hasta producir la necrosis o pudricién de la parte afectada. Cuando la infeccion ha
llegado a la panicula, esta puede mostrar granos manchados en posicion aleatoria por
toda la panicula; sin embargo, si la infeccion es fuerte, esta puede mostrar el
manchado de grano en toda la panicula. Otro aspecto que se evidencia debido al
avance de la enfermedad, es que la panicula permanece vertical cuando sus granos



estan formados, esto se debe a que el grano se encuentra lechoso y no se endurece,
resultando en que la falta de peso del grano no incline la panicula [32].

Enla mayorfa de plantas enfermas y con sintomatologfa de BPB, se han aislado cepas
de B. glumae y B. gladiolz; es poco frecuente no encontrarlas en la misma planta. Sin
embargo, se han aislado cepas de B. glumae en plantas que no presentaban sintomas;
debido a la carencia de una toxina, factor de virulencia asociada con la cepa
bacteriana [15][33]. Tanto B. glumae como B. gladioli pertenecen al género de las
Burkholderias [34][35], antes denominadas como Pseudomonas; son bacterias gram
negativas, con forma de bastén, miden 1,5-2,5 um de largo por 0,5-0,7 pm de
diametro [306][37]. Estudios demuestran que la virulencia de B. glumae esta relacionada
con la produccién de una fitotoxina, la toxoflavina, y la produccion de la lipasa Lip
A, y los sistemas de secrecion del tipo II y del tipo III [15][38][39][40]; esta es la
razén por la cual se han aislado cepas de B. glumae en plantas que no presentaban
sintomas de BPB. Se ha demostrado que la toxoflavina tiene propiedades
antibacteriales, antifungicidas y herbicidas, asi como la de inducir toxicidad en
ratones [26].

Por otro lado, los micronutrientes juegan un papel muy importante en el desarrollo
de las plantas; para nuestro estudio nos hemos enfocado en la fertilizacién con Zinc
y Boro. El Zinc contribuye a la sintesis de triptéfano (auxinas), también esta asociado
en funciones de la membrana celular en cuanto a estructura y permeabilidad; razén
por la cual, el déficit de zinc se ve ligado a la facil infeccién de patoégenos [41]. El
Boro es un nutriente el cual interviene en la division celular, sintesis de acidos
nucleicos, crecimiento meristematico, formacion de flores, y produccion de semillas,
asi como regulador del sistema hormonal en plantas [42].



Capitulo 2

2. METODOLOGIA

2.1 Efecto de las cepas bacterianas en semillas de arroz y plantulas.

211

Obtencién del material biolégico

Las semillas de arroz fueron donadas por la empresa Semimor, recolectadas de
sus campos de multiplicacién, momentos antes de que se realice el tratamiento
con plaguicidas para el mantenimiento de las semillas. Las variedades utilizadas
fueron INIAP-11, INIAP-14, INIAP-15, SFL-09 Y SFL-11.

Las cepas de B. glumae y B. gladioli utilizadas durante toda esta investigacion,
fueron donadas por el Centro de Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador
(CIBE), mismas que se conservaban a -80°C, y que fueron aisladas de cultivos
infectados localizados en las regiones de Daule y Palestina, cantones
pertenecientes a la provincia del Guayas. Las especies de Burkholderias fueron
confirmadas mediante técnicas moleculares utilizando iniciadores especificos
para cada una de ellas [43].

2.1.2 Preparacion del in6éculo

Los aislados de Burkholderia spp. se extendieron sobre Agar de soja triptico
(Difco, Sparks, EE.UU.) y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Las colonias
obtenidas se transfirieron luego a caldo de soja triptico (Difco, Sparks, EE.UU.)
y se incubaron a 37°C durante 24 horas a 150 rpm (Serie Clasica C24, New
Brunswick Scientific, New Jersey-USA). El cultivo bacteriano se concentré por
centrifugacion a 7500 rpm durante 5 minutos (Sorvall ST16, Thermo Fisher
Scientific, Osterode, Alemania). El sobrenadante se descarté y el sedimento se
lavé con 35 ml de soluciéon de NaCl al 0,75 % (J. T. Baker, Pennsylvania, EUA)
y se centrifugd a 7500 rpm durante 5 minutos; este procedimiento se realizé 3
veces. A continuacion, el sedimento se resuspendié en 35 ml de una solucién
estéril de NaCl al 0,75 % hasta llegar a una absorbancia de 0,860 = 0,05 OD a
600 nm para B. glumae, y 0,740 £ 0,05 OD a 600 nm para B. gladioli, utilizando
un Biophotometer 22331 (Eppendorf, Hamburgo, Alemania); estas densidades
opticas corresponden a una concentracién de 1,0x10° UFC/ml para cada
patégeno. La correlaciéon entre los valotes de absorbancia y UFC/mL se
determiné mediante curvas de calibraciéon en ensayos preliminares.



2.1.3 Desinfeccion de semillas de arroz

Las semillas de arroz fueron previamente lavadas y desinfectadas en una
solucién de hipoclorito de sodio al 6% durante 1 min, con agitacién constante
a razon de 200 ml por cada 100 semillas. Posteriormente, se descarto la solucién
desinfectante y las semillas fueron lavadas con agua destilada estéril, este lavado
fue realizado 2 veces mas. Adicionalmente, se hizo un segundo tratamiento de
desinfeccion con etanol al 70 % por 6 min, con agitaciéon constante, seguido por
tres lavados con agua destilada estéril.

2.1.4 Inoculacion de las semillas

El experimento se dividié en tres bioensayos, en el primer bioensayo se inocul6
la cepa B. glumae (Figura 1), para el segundo bioensayo inoculamos las semillas
con B. gladiolz; y el tercer bioensayo fue inoculado con una soluciéon que contenia
un volumen igual de las dos bacterias patégenas a concentraciones similares.
Cinco variedades de arroz Oryza sativa fueron utilizadas para este ensayo:
INIAP-11, INIAP-14, INIAP-15, SFL-09 y SFL-11. Asi mismo, se probaron
cuatro concentraciones de inéculo 1.0x10°, 1.0x107, 1.0x10°, y 1.0x10° UFC/ml.
Las soluciones con cada concentracion de bacterias fueron colocadas en un
frasco de 250 ml con tapa rosca a razéon de 100 ml por cada 50 semillas. Los
frascos fueron llevados a una incubadora con agitacion, a una temperatura de
37°C y una agitacién constante de 150 rpm. Como control experimental, las
semillas fueron sometidas al mismo tratamiento de desinfeccion y de
incubacion, con la diferencia de que estas se inocularon con una solucién al 0,75
% de NaCl estéril, en lugar de la suspension bacteriana.

Cada ensayo consistié en 1 unidad experimental con dos repeticiones de 50
semillas depositadas en el mismo contenedor. Las semillas fueron sembradas en
recipientes de plastico con tapas (19x13x8cm), esterilizadas con etanol al 70% y
expuestas a luz ultravioleta durante 15 minutos. Para mantener la humedad
relativa (RH> 70%) en el interior del envase se utiliz6 papel toalla humedecida
con 30 ml de agua destilada estéril; el papel toalla se esterilizé previamente a
121°C durante 15 minutos y se secé en un horno a 50°C. Los recipientes
plasticos se incubaron en una habitaciéon con luz las 24 horas del dia a una
temperatura ambiental aproximada de 27°C. Se evalué la gravedad de la
enfermedad al octavo dia después de la inoculacién. Se analizé la germinacion
para cada tratamiento y la longitud del cotiledon de las semillas germinadas y su
respectiva raiz. Los datos se analizaron mediante una prueba de ANOVA con
un 95 % de confianza; asi mismo las medias se compararon con el grupo control
con una prueba de Bonferroni con el 95 % de confianza.



DIAGRAMA DE EXPERIMENTACION CON SEMILLAS DE ARROZ

Conc. 1 (1,0x10%) Conc. 2 (1,0x10) Conc. 3 (1,0x10°) Conc. 4 (1,0x10%) CTRL
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion1l Repeticion 2 Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 1 Repeticion 2
| | | I |
Variedad 1 50 semillas | 50 semillas 50 semillas | 50 semillas 50 semillas | 50 semillas 50 semillas | 50 semillas 50 semillas | 50 semillas
1 1 1 1 1
Variedad 2 50 semillas | 50 semillas 50 semillas | 50 semillas 50 semillas | 50 semillas 50 semillas | 50 semillas 50 semillas | 50 semillas
1 1 1 1 1
| | | | I
Variedad 3 50 semillas | 50 semillas 50 semillas | 50 semillas 50 semillas | 50 semillas 50 semillas | 50 semillas 50 semillas | 50 semillas
L L 1 L L
Variedad 4 50 semillas : 50 semillas 50 semillas ' 50 semillas 50 semillas : 50 semillas 50 semillas : 50 semillas 50 semillas ' 50 semillas
Variedad 5 50 semillas : 50 semillas 50 semillas : 50 semillas 50 semillas | 50 semillas s0semillas | 50 semillas 50 semillas : 50 semillas

Figura 1. Diagrama de experimentacion con semillas de arroz. Se muestra la disposicion del ensayo para las 5 variedades de arroz y para
cada concentracion probada. Este diagrama es uno de los tres bioensayos, el cual se inoculé con B. glumae, 1a misma distribucion se utilizo
para la inoculacion con B. gladioli y la mezcla de las dos especies B. glumae 'y B. gladioli (v/v).
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2.2 Efecto de los micronutrientes sobre el desarrollo del BPB en plantas.

2.2.1 Material biolégico y micronutrientes.

Para este ensayo se utilizaron 4 variedades de arroz: INIAP-14, INIAP-15, SFL-
09 y SFL-11; las dos cepas de Burkholderias, y los micronutrientes Zinc y Boro.

En la figura 2 se muestra el disefio experimental utilizado.

B1 B2 B1lyB2 Control 1
Plantas + bacterias A EAL 11.2] 3 {415 112]3[81S 1123 [la]S Plantas sin bacterias
6|7|8|3]|10 6|7[8|9]10 6|7|8|39]10 6|7{8|3f10
Plantas (semillas con 112[3/4] 5 112[3/4] 5 112[3[4| 5 112]3]4] 5 o .
antas zinc
zing) = bacterias Vi 6|7|8|9]10 6|7|8|9]10 6[7|8|9] 10 6|7|8]|3]10
Plantas (adicién de 1l2[3[4] 5 112|3[4]5 112[3/4] 5 112|3[4]5 Plantas bore
boro) + bacterias 57 8|9 10 6/ 7|8|9] 10 6(7|8|9]10 6(7|8|9] 10
Plantas (zinc y boro) + 1)2]3]4] 5| 1[2]3/4] 5 1|2]3|4] 5 1[2]3/4] 5 Plantas zine y boro
bacterias s|7|8[al10] |s[7]sls]10] |s]7[s]s10] [s[7]s[s[10
Plantas + bacterias 112} a/4]'S 12| a/4]'S 112|3/4]'S 12| a/4}'S Plantas sin bacterias
6|7|8|3|10 6|7[8|9]10 6|7|8|39]10 6|7{8|3f10
Plantas (semillas con 12)3/4] 5 112]|3/4] 5 12]|3/4] 5 112]|3/4] 5 o )
antas zinc
zing) = bacterias V2 6| 7|8|9] 10 6|7|8|9]10 6] 7|8|9] 10 6|7|8]|3|10
Plantas (adicién de 1l2[3[4] 5 112|3[4]5 112[3/4] 5 112|3[4]5 Plantas bore
boro) + bacterias 678'910 6/ 7|8|9] 10 6/7|8|9] 10 6(7|8|9] 10
Plantas (zinc y boro) + 1[2[3]4]| 5 1|2|3[4] 5 112|3/4]5 112|3[4] 5 Plantas zine y boro
bacterias 6|7|8[al10] |s[7]sls]10] |s]7[s]s]10] [s[7]s[s[10
Plantas + bacterias 2 [12)5 LA = (2L dla el = ALl = Plantas sin bacterias
6|7|8|3|10 6|7[8|9]10 6|7|8/3[10 6|7|8]9]10
Plantas (semillas con 12)3/4] 5 112]|3/4] 5 112)3/4]| 5 112]3/4] 5 o ;
antas zinc
zing) = bacterias V3 6]7|8]|9] 10 6|7|8|3] 10 6] 7|8|9] 10 6|7|8|3] 10
Plantas (adicién de 112|3]4] 5 112|3/4]|5 112)3[4]| 5 112|3[4]| 5 Plantas bore
boro) + bacterias 678'910 6/ 7|8|9] 10 6(7|8|9] 10 6(7|8|9] 10
Plantas (zinc y boro) + 1[2])3/4] 5 1[2]|3/4] 5 1]2[3|4[5 1/2|3]4] 5 Plantas 5
antas zinc y boro
bacterias s|7[s[s[10] [s[7[s[a[10] [s[7]a[a10] [s]7]8]s]10
Plantas + bacterias el 121314] 5 dla el = ALl = Plantas sin bacterias
6|7|8]|3|10 6|7[8|9]10 6|7|8/3[10 6|7|8]9|10
Plantas (semillas con 12)3/4] 5 112]|3/4] 5 12|3/4]| 5 112]3/4] 5 o ;
antas zinc
zing) + bacterias v4678910 6|7[8|9]10 6| 7|8|9] 10 6|7]8|9] 1
Plantas (adicién de 112|3]4] 5 112|3/4]|5 112|3[4]| 5 112|3[4]| 5 o
antas boro
boro) + bacterias 678'910 6/ 7|8|9] 10 6(7|8|9] 10 6(7|8/9] 1
Plantas (zinc y boro) + 1[2]|3]4] 5 1[2]3/4] 5 1]2]3|4[5 1/2|3]4] 5 Plantas 5
antas zinc y boro
bacterias 6|7[s[s[10] [s[7[a[s[10] [e[7]a[a[10] [s]7]8]s]10

Figura 2. Diagrama del disefio experimental en plantas. Los

bloques de la

columna B1 fueron inoculados con B. glumae, mientras que los bloques de la
columna B2 se infectaron con B. gladiolz; y por tltimo el tercer bloque de la
columna B1-B2 fueron inoculados con la mezcla v/v de cada patégeno. Para
efectos de comparacion y control, el bloque de la columna control no fue
inoculado con ningun patégeno, pero si fue suplementado con zinc y boro de
acuerdo a cada tratamiento. Las variedades de arroz utilizadas en el ensayo
fueron denominadas con V1, V2, V3 y V4. Las réplicas del cada tratamiento se

identificaron con nimeros del 1 al 10.
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Se utilizaron vasos plasticos de 900 ml de capacidad, mismos que fueron
llenados con tierra preparada sin esterilizar hasta 2 cm antes de colmarse. La
tierra se prepar6 con 2 partes de tierra de sembrado y 1 parte de tierra arenosa
recolectada a orillas del Rio Daule. Los vasos conteniendo la tierra preparada
fueron regados durante 1 hora en las mafianas, por tres dias.

2.2.2 Preparacion previa de las semillas y siembra

Las semillas de cada variedad fueron tratadas con micronutrientes, siendo
colocadas en mallas de tela y luego sumergidas por tres dias en 1 litro de:
solucién 1 (0,5 cc de acido bérico por kilogramo de semillas), solucién 2 (2 cc
de zinc por kilogramo de semillas), soluciéon 3 (igual volumen de cada
micronutriente en las concentraciones ya mencionadas), y soluciéon 4 (agua
destilada), cada solucion fue utilizada para un tratamiento distinto. Al tercer dia
las semillas fueron retiradas de las soluciones y se sembré 3 semillas por cada
vaso. La siembra fue regada todos los dias en las mafanas. El tiempo de cultivo
previo la infeccién con las bacterias fue de 45 dias (Figura 3 y 4).

g - P
Figura 3. Semillas tratadas con micronutrientes. La variedad SFL-11 fue
sometida al tratamiento con agua destilada para el control de semillas, y el resto
de semillas fueron colocadas en soluciéon con zinc, boro y la mezcla de zinc y
boro.
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Figura 4. Siembra de arroz. Las semillas germinaron a los 5
haberse sembrado en los vasos plasticos.

Preparacion del inéculo

Las cepas de Burkholderia utilizadas en este ensayo fueron las mismas cepas
donadas por el CIBE, las cuales se encontraban en congelacion a -80°C. Para su
reactivacion se procedio a sembrar en cajas Petri con medio de cultivo Agar de
soja triptico (Difco, Sparks, EE.UU.) y se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Las colonias obtenidas se transfirieron entonces a caldo de soja triptico (Difco,
Spatks, EE.UU.) y se incubaron a 37°C durante 24 horas a 150 rpm (Serie
Clasica C24, New Brunswick Scientific, New Jersey-USA). El cultivo bacteriano
se concentrd entonces por centrifugacion a 7500 rpm durante 5 minutos
(Sorvall ST16, Thermo Fisher Scientific, Osterode, Alemania). El sobrenadante
se descartd y el sedimento se lavé con 35 ml de solucion de NaCl al 0,75 % (J.
T. Baker, Pennsylvania, EUA) y se centrifugé a 7500 rpm durante 5 minutos;
este procedimiento se realiz6 3 veces. A continuacion, el sedimento se
resuspendi6 en 250 ml de una solucién estéril de NaCl al 0,75 % y se utilizé un
McFarland 0,5 para preparar la solucién a una concentracién de 1,0x10°

UFC/ml

Inoculacién de plantas

Las plantas cultivadas por 45 dias fueron inoculadas utilizando una jeringuilla
de lcc, con la cual se tom6 el indculo preparado y se procedié a inyectar las
plantas hasta que el in6culo sature el lugar de inyeccion. Las plantas control
fueron inoculadas con una solucion estéril al 0,75% de NaCl, de forma similar
que las plantas infectadas con bacterias (Figura 5).
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Figura 5. Inoculacién de plantas de arroz. Infeccion de plantas mediante
inyeccion con solucion de bacterias a las concentraciones determinadas.

2.2.5 Toma y analisis de datos

Al siguiente dia luego de la inoculacién de las plantas, se empez6 la evaluacion
de las mismas durante 30 dfas, tomando como referencia la escala utilizada por
Riera et a/. en el 2016 [50], donde se modifico los niveles de dafios producidos
por las especies utilizadas mismos que se detallan en la Figura 6. El Nivel 0, se
nota la presencia de la herida causada por la inyecciéon suministrada. La herida
se puede tornar algo blanquecina o con ligera clorosis; para el Nivel 1, se observa
una mancha alrededor del punto de inoculacién con un tamafio de 1 a 2mm, y
una coloracion café oscuro, encerrando el punto blanquecino de la inoculacién;
en ocasiones la mancha café cubre toda la superficie de inoculacion; en el caso
del Nivel 2, se observa una mancha de coloracién café oscuro sobre el punto
de inoculacién, con un tamano de 3 a 10mm; para el Nivel 3, el tamafio de la
mancha aumenta entre 1 y 2 cm en el 4rea inoculada de la planta; para el Nivel
4,1a necrosis producida por la infeccién ha aumentado al 75 % 6 100 % del tallo
infectado; en el Nivel 5, la infeccion se ha trasladado desde el tallo donde fue
inoculado hasta la hoja, notindose una necrosis en toda la hoja enferma y
produciendo la muerte de la misma. Asila infeccién con B. glumaey B. gladioli en
plantas de arroz fue medida mediante el area bajo la curva de progresion de la
enfermedad (AUDPC).
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Figura 6. Niveles de severidad de BPB. a) Nivel 0, b) Nivel 1, ¢) Nivel 2, Nivel
3, ¢) Nivel 4, f) Nivel 5.

2.3 Identificacién de microorganismos benéficos para el control de BPB.
2.3.1 Toma de muestra.

Se tomaron 5 muestras de suelos por cada una de las dos localidades en el
interior del Campus Gustavo Galindo, ESPOL. La localizaciéon 1 se encuentra
en la Facultad de Ingenierfa Maritima, Ciencias Bioldgicas, Oceanicas y
Recursos Naturales (FIMCBOR) en las coordenadas 2°08'41.9"Sur vy
79°57'41.7"Oeste. El segundo lugar de muestreo fue en el Centro de Ensefianza
Agropecuario de ESPOL (CENAE) con coordenadas 2°08'25.3"Sur y
79°57'45.8"Oeste. Las muestras fueron tomadas con una espatula metalica
previamente esterilizada en una autoclave a 121°C durante 15 minutos. El suelo
fue colectado a razén de 400 gramos en fundas plasticas, debidamente
marcadas; y luego transportadas hasta el laboratorio.
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2.3.2 Aislamiento de bacterias en muestras de suelo.

Para la recuperaciéon de bacterias se utiliz6 10 g de suelo previamente
homogenizado. El suelo fue colocado en frascos de tapa rosca con una
capacidad de 200 ml, que contenia 90 ml de agua de peptona esterilizada a 121°C
durante 15 minutos. Los frascos fueron agitados a 150 rpm durante 10 minutos,
para luego realizar diluciones seriadas, utilizando solucién salina al 0,75 % de
NaCl previamente esterilizada. Las diluciones 107, 10” y 10* fueron sembradas
en cajas Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA) e incubadas a 28°C durante 48
horas. Las colonias obtenidas fueron luego aisladas en nuevas cajas con PDA e
incubadas a 28°C durante 24 horas.

2.3.3 Prueba de interaccién entre cepas obtenidas del suelo y B. glumae y B.
ladijols.

Las bacterias fueron enfrentadas entre si utilizando placas de Agar Mueller
Hinton, donde se sembraron las bacterias patégenas a una concentracion de
1,0x10° UFC/ml, utilizando un McFarland 0.5 como referencia. Luego de 10
minutos de que la solucién con el patégeno haya sido absorbida por el agar, se
procedié a realizar unos orificios en el agar, utilizando el extremo ancho de una
pipeta Pasteur, previamente esterilizada. En los pocillos realizados se procedio
a colocar una 40 ul de una solucién de bacterias obtenidas de las muestras de
suelo, a una concentraciéon de 1,0x10° UFC/ml. Las placas fueron incubadas a
28°C durante 24 horas.

2.3.4 Amplificacién, secuenciacion e identificacion de posibles controladores

Las colonias seleccionadas como posibles controladores fueron sometidas a una
PCR directo en la colonia, utilizando un juego de iniciadores especificos para la
region 16S bacteriano: 27f -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- y 1492r -
CGGTTACCTTGTTACGACTT-. Para el efecto se utiliz6 un termociclador
(Applied Biosystems) con una temperatura de desnaturalizacion de 95°C
durante 5 minutos; y 35 ciclos de: desnaturalizacion 95°C por 1 minuto,
hibridacién de iniciadores 55°C por 1 minuto, y elongacion a 72°C por 1 minuto.
Los productos obtenidos fueron migrados en un gel de Agarosa al 1,4 % para
confirmar la existencia del amplicon, y luego enviados a secuenciar
comercialmente. Una vez obtenidas sus secuencias, fueron analizadas en las
bases de datos del Centro Nacional para la Informaciéon de la Biotecnologia
(NCBI por sus siglas en inglés).
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Capitulo 3

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto individual y por interaccion de B. glumae'y B. gladioli en la germinacion
de semillas de arroz.

La germinacién fue evaluada para 5 concentraciones distintas de cada una de las dos
especies de Burkholderia, asi como para la mezcla de las dos cepas (50 % de cada cepa
en v/v). Para llegar a estas concentraciones, se utilizé la curva de calibracion para
cada una de las especies utilizadas en este ensayo (Figura 7).

1,60E+09
1,40E+09
1,20E+09
1,00E+09
8,00E+08
6,00E+08
4,00E+08
2,00E+08

0,00E+00
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200 1,400

DENSIDAD OPTICA

9N (UFC/ML)

CONCENTRACION

a)
6,00E+07

5,00E+07

(UFC/ML)

4,00E+07

CONCENTRACION

3,00E+07
2,00E+07

1,00E+07

0,00E+00
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

DENSIDAD OPTICA
b)
Figura 7. Curva de relacién entre densidad 6ptica y concentracion de UFC/ml. a)
Relacion entre la densidad optica y el conteo de UFC de B. glumae sembradas en
placas con Agar de soja triptica (TSA). b) Relacion entre la densidad optica y el
conteo de UFC de B. gladioli obtenidas al sembrar en TSA las diluciones medidas
previamente en el espectrofotémetro.
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Esta prueba revel6 que en la variedad INIAP-11 la germinacién pasoé del 50 % en el
tratamiento control al 37 % (p<0,05) en el tratamiento con B. glumae a una
concentracién de 1,0x10° UFC/ml; mientras que las semillas que fueron inoculadas
con B. gladioli (1,0x10° UFC/ml) la germinacién pasé del 48 % al 56 % (p>0,05). Asf
mismo, la inoculacién de la mezcla de las dos especies a las concentraciones
estipuladas en los otros dos ensayos, indicé que la germinacion pasé6 del 50 % al 60
% en esta variedad (p>0,05). Dando a notar que, entre las dos especies, inicamente
B. glumae causé una disminucion en el porcentaje de germinacion (Figura 8).

Ctrl 1073 1075 1017 1079

Germinacion (%)
N w B (6] [e)] ~
o o o o o o

=
o

o

W B. glumae B. gladioli M |nteraccién

Figura 8. Histograma de germinaciéon de INIAP-11. Porcentajes de semillas que
germinaron luego de ser inoculadas con B. glumae, B. gladioli y la mezcla de las dos

especies (v/v). Las semillas pertenecientes al Cttl no fueron inoculadas con ningun
patdgeno.

Los resultados de la variedad SFL-11 mostraron patrones distintos a la variedad
INIAP-11. La germinacién con B. glumae (1,0x10° UFC/ml) se vio afectada en un 15
% (p<0,05) en relacién a las semillas del tratamiento control; mientras que, las
semillas inoculadas con B. gladioli (1,0x10” UFC/ml) apenas germinaron en un 3 %
menos que el control (p>0,05); y las semillas que se inocularon con la mezcla de las
dos cepas (1,0x10°UFC/ml) la germinacién varié en un 4% menos, no siendo
significativamente diferente al control (p>0,05) como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Histograma de germinaciéon de SFL-11. Porcentajes de semillas que
germinaron luego de ser inoculadas con B. glumae, B. gladioli y la mezcla de las dos
especies (v/v). Las semillas pertenecientes al Cttl no fueron inoculadas con ningiun
patdgeno.

Por otro lado, la variedad INIAP-15 mostr6 una diferencia significativa (p<0,05) del
11 %, pasando del 80 % de semillas germinadas en el tratamiento control, al 69 %
de germinacién de las semillas expuestas a B. glumae (1,9x10” UFC/ml). Mientras que,
para las semillas que se infectaron con B. gladioli (1,0x10° UFC/ml), la germinacién
se incremento en un 7 % (p>0,05) con relacion a las semillas del tratamiento control.
Sin embargo, al ser expuestas a la mezcla de las dos Burkholderias, la germinacion
disminuy¢ significativamente (p<<0,05) del 87 % al 79 % en las semillas infectadas
con una concentracién de 1,0x10° UFC/ml de los patégenos (Figura 10).

El analisis de la variedad INIAP-14 revel6 que el porcentaje de geminacion de las
semillas al ser inoculadas con 1,0x10’ UFC/ml de B. glumae disminuye en un 19 %,
decrecimiento que no fue observado cuando las semillas se inocularon con 1,0x10’
UFC/ml de B. gladioli, pues diferencia de B. glumae, la germinacion se incremento en
un 3 % respecto a las semillas del tratamiento control; aunque en concentraciones
de 1,0x10° y 1,0x10” UFC/ml de B. gladioli, se observé una disminucién de la
germinacion del 11 % y 6 % respectivamente. Por otro lado, no existié diferencia
estadistica (p>0,05) cuando las semillas fueron inoculadas con una concentracioén de
1,0x10° UFC/ml de B. glumae y B. gladioli (v/v), pues su germinacién pasé del 87 %
en las plantas control, al 88 % en las plantas inoculadas con la solucién de patégenos

(Figura 11).
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Figura 10. Histograma de germinacién de INIAP-15. Porcentajes de semillas que
germinaron luego de ser inoculadas con B. glumae, B. gladioli y la mezcla de las dos
especies (v/v). Las semillas pertenecientes al Cttl no fueron inoculadas con ningiun

patdgeno.
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Figura 11. Histograma de germinacion de INIAP-14. Porcentajes de semillas que
germinaron luego de ser inoculadas con B. glumae, B. gladioli y la mezcla de las dos

especies (v/v). Las semillas pertenecientes al Cttl no fueron inoculadas con ningiun
patdgeno.
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Por dltimo, la variedad SFL-09 mostré6 un comportamiento similar a las otras
variedades, manteniendo el decrecimiento en su germinacién causado por B. glumae
(1,0x10° UFC/ml) en un 5 %; mientras que para las semillas inoculadas con B. gladioli
(1,0x10° UFC/ml) la germinacién se incrementé en un 6 %. Asi también tenemos
que la germinacién de semillas se afect6 solo en un punto porcentual al ser expuestas
a una solucién de 1,0x10° UFC/ml de los dos patégenos (v/v), tal como lo muestra

la figura 12.
120
100

X 80

c

:©

® 60

£

£

g 40
20
0

Ctrl 1073 1015 1077 1079

H B. glumae B. gladioli M Interaccion

Figura 12. Histograma de germinacién de SFL-09. Porcentajes de semillas que
germinaron luego de ser inoculadas con B. glumae, B. gladioli y la mezcla de las dos
especies (v/v). Las semillas pertenecientes al Cttl no fueron inoculadas con ningiun
patdgeno.

Por lo expuesto anteriormente con el analisis de las 5 variedades testeadas para cada
uno de los patégenos en estudio, podemos indicar que la mayor afectacion a nivel
germinativo lo ha causado B. glumae, debido a que su patrén de disminuir la
germinacion de las semillas infectadas se mantiene en las 5 variedades. Un resultado
similar, obtuvo Fory et a/ (2014) cuando su equipo evalué el manchado de grano y
la patogenicidad de cepas de B. glumae y B. gladioli en variedades de arroz de
Colombia. Sus resultados indicaron que B. glumae producia mayor manchado de
grano que B. gladioli. St bien el analisis de Fory no se basé en el porcentaje de
germinacion, nos da la pauta del porqué de los comportamientos de las semillas
expuestas a estos patdégenos. No obstante, cuando hablamos de B. gladioli el
panorama cambia, pues esta cepa bacteriana al parecer no causa efecto alguno en la
germinacion de las semillas que han sido expuestas; los leves incrementos que se han
obtenido pueden también ser parte de la tasa normal de germinacién que se da en
cada una de las variedades que se usaron en esta prueba; o también puede ser
atribuido a la cepa de B. gladioli que segin estudios realizados por Nandakumar et /.
(2009), la patogenicidad de una cepa varfa de acuerdo a la ubicacién geografica de
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donde fue aislada. Debido a esto puede haber cepas, tanto de B. glumae como de B.
gladioli que no son patdgenas para el arroz. Por otro lado, la incidencia de la mezcla
de los dos patégenos (v/v) no mantiene un patrén mediante el cual podamos indicar
si causa 0 no una afectacion en la germinacion de forma global; pues dependiendo
de la variedad de la semilla de arroz, mostré un incremento o un decrecimiento de
la germinaciéon de las mismas, sin mantener un efecto notorio en el proceso. Se
tendrfan que realizar mas estudios en relacion a la germinacion de semillas infectadas
para lograr tener una vision mas general de los efectos que estas bacterias puedan
causar en la germinacion de las semillas.

En este ensayo, no solamente se evalu6 el porcentaje de germinacion de las semillas
sometidas a un tratamiento con varias concentraciones de B. glumae, B. gladioli, y 1a
mezcla de los dos patégenos (v/v); sino que también se analizé el desatrollo de la
plantula 10 dias después de empezado el proceso de inoculacion con bacterias. Los
resultados se basaron en el analisis del crecimiento de la hoja y de la rafz para
demostrar los efectos causados por las especies usadas en el ensayo, basadas en la
concentracion de cada una de ellas.

La longitud de las hojas de las plantulas que germinaron de semillas inoculadas con
B. glumae disminuy6 apenas fueron expuestas las semillas de las variedades INIAP-
14 e INIAP-15 a concentraciones de 1,0x10° UFC/ml del patégeno; mientras que
las variedades SFL-09, SFL-11 e INIAP-11 disminuyeron en un porcentaje menor;
sin embargo, todas las 5 variedades de arroz disminuyeron drasticamente a partir de
concentraciones de 1,0x10° hasta 1,0x10° UFC/ml, sin tener evidencia estadistica
para indicar que los tratamientos a concentraciones a partir de 1,0x10° UFC/ml son
diferentes. Por lo que podemos inferir en que los dafios causados en la
postgerminacion de las semillas de arroz de las 5 variedades expuestas a B. glumae
son bien definidos y retardan el crecimiento normal a partir de concentraciones de
1,0x10° UFC/ml, y en algunos casos producen la muerte de la plantula conforme
pasan los dias desde que se produjo la germinacion de la semilla.

Los resultados que arroj6 la medicion de las raices cuando fueron expuestas a varias
concentraciones de B. glumae, cambiaron en dependencia de la variedad de semilla.
La variedad INIAP-11 mostré mayor resistencia al dafio causado por la bacteria; fue
la tnica variedad que se mantuvo por encima del 45 % en relacion con las plantulas
del tratamiento control, entre todas las variedades. Mientras que, las variedades SFL-
09, INIAP-14 e INIAP-15, mostraron mayor susceptibilidad a la infeccion, aun
cuando las concentraciones utilizadas eran bajas (1,0x10° UFC/ml). La variedad
SFL-11 no mostré ningun efecto frente a la concentraciéon mas baja del patégeno
(1,0x10° UFC/ml), pues la longitud de sus raices no evidencié disminucién alguna;
sin embargo, a partir de la concentracion 1,0x10° UFC/ml, demostré el
decrecimiento habitual causado por B. glumae en las otras variedades de arroz.
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Figura 13. Longitud de las hojas. Longitud de las hojas de plantulas del tratamiento
con B. glumae en relacion con el tratamiento control, de las 5 variedades de semillas
de arroz. El ensayo conté con dos repeticiones de 50 semillas cada una. Las barras
de error corresponden al error estandar calculado para cada uno de los tratamientos.

La respuesta postgerminacion de las semillas que fueron expuestas a B. gladiolz,
mostraron patrones similares a los producidos por B. glumae; sin embargo, esta
disminucién en la longitud de las hojas de las plantulas no fue tan marcada como lo
fue con B. glumae. Para la variedad INIAP-11, las 4 concentraciones de bacterias
causaron retardo en el crecimiento de las hojas, en las cuales se obtuvo una evidencia
estadistica entre las concentraciones y el tratamiento control (p<0,05); ademas, esta
variedad fue la mas afectada debido a que mostré una reduccion del 27 % la longitud
de sus hojas en plantas inoculadas con 1,0x10° UFC/ml de B. gladioli, en comparacién
con las plantas del tratamiento control. La variedad SFL-09 fue la variedad que
mostré menor alteracion en la longitud de sus hojas cuando fueron inoculadas a B.
gladioli, desde las concentraciones de 1,0x10°, 1,0x10° hasta 1,0x10" UFC/ml del
patégeno; a estas concentraciones no se encontraron diferencias significativas
(p>0,05) para estos tratamientos en comparacion con el tratamiento control; sin
embargo, cuando la concentraciéon pasé a 1,0x10° UFC/ml, se encontré evidencia
estadistica (p<<0,05) para indicar que este tratamiento versus el tratamiento control
eran diferentes. La variedad SFL-11 no mostr6 diferencias significativas (p>0,05)
cuando se midi6 sus hojas en relacién a la concentracién de 1,0x10° UFC/ml en
comparacion con el tratamiento control; solamente evidenci6 diferencias estadisticas
(p<0,05) cuando fueron expuestas a concentraciones por encima de 1,0x10°
UFC/ml. También las variedades INIAP-14 y INIAP-15 mostraron ser diferentes
estadisticamente, desde la primera concentracion de patégenos a la que fue expuesta.
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Figura 14. Longitud de las raices. Longitud de las raices de plantulas del tratamiento
con B. glumae en relacion con el tratamiento control, de las 5 variedades de semillas
de arroz. El ensayo contd con dos repeticiones de 50 semillas cada una. Las barras
de error corresponden al error estandar calculado para cada uno de los tratamientos.
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Figura 15. Longitud de las hojas. Longitud de las hojas de plantulas del tratamiento
con B. gladioli en relacién con el tratamiento control, de las 5 variedades de semillas
de arroz. El ensayo conté con dos repeticiones de 50 semillas cada una. Las barras
de error corresponden al error estandar calculado para cada uno de los tratamientos.

La interaccion de B. glumae y B. gladioli (v/v) a varias concentraciones también fue
evaluada en este ensayo. Las variedades SFL-11, INIAP-11, INIAP-14 ¢ INIAP-15,
no mostraron diferencias significativas (p>0,05) en la longitud de sus hojas de
plantas infectadas a una concentracién de 1,0x10°'UFC/ml de la mezcla de los
patoégenos, frente al control. Las variedades SFL-11 e INIAP-14 continuaron sin
evidencia estadistica entre la concentraciéon 1,0x10°UFC/ml de la mezcla del
patégeno frente al tratamiento control (p>0,05). Sin embargo, todas las 5 variedades
testeadas en este ensayo sufrieron los efectos del retardo en el crecimiento de las
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hojas con relaciéon al tratamiento control a partir de la concentracién de
1,0x10'UFC/ml (p<0,05), incluida la variedad SFL-11 que, si bien mostrd
diferencias significativas a partir de la segunda concentracion, fue la variedad que
menos dafios presentd durante el proceso postgerminativo de sus semillas.
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Figura 16. Longitud de las raices. Longitud de las raices de plantulas del tratamiento
con B. gladioli en relacioén con el tratamiento control, de las 5 variedades de semillas
de arroz. El ensayo conté con dos repeticiones de 50 semillas cada una. Las barras
de error corresponden al error estandar calculado para cada uno de los tratamientos.
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Figura 17. Longitud de las hojas. Longitud de las hojas de plantulas del tratamiento
con B. glumae y B. gladioli (v/v) en relacién con el tratamiento control, de las 5
variedades de semillas de arroz. El ensayo conté con dos repeticiones de 50 semillas
cada una. Las barras de error corresponden al error estandar calculado para cada uno
de los tratamientos.
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As{ podemos indicar que, SFL-11 es la variedad que menos niveles de afectacién
present6 con la inoculacién de los dos especies patdgenas simultineamente, pues
mostr6 un decrecimiento en la longitud de sus hojas del 25 % cuando fue expuesta
ala concentracion mas alta (1,0x10° UFC/ml); mientras que, para las otras variedades
los porcentajes de retardo en el crecimiento de la hoja fue del 87 % para la variedad
INIAP-11, 52 % para la variedad INIAP-15, 46 % para la variedad INIAP-14, y 40
% para la variedad SFL-09.

La longitud de las raices de las plantulas, fueron evaluadas para los tratamientos con
la mezcla v/v de B. glumae y B. gladioli, donde se obsetvé que la concentracion de
1,0x10° UFC/ml de esta mezcla, favorecié el desarrollo radicular de 4 de 5
variedades, la tnica variedad que no tuvo este comportamiento fue la INIAP-15,
que mostré un retardo en el crecimiento de sus raices, disminuciéon que fue
significativa (p<0,05). A partir del tratamiento a una concentracién de 1,0x10° hasta
la concentracién de 1,0x10° UFC/ml, las raices de 3 variedades: SFL-09, INIAP-11
e INIAP-15, mostraron la reduccién significativa (p<<0,05) en la longitud de sus
raices. Sin embargo, las variedades SFL-11 e INIAP-14 no mostraron diferencias
significativas (p>0,05) para la concentracién 1,0x10° UFC/ml; tnicamente
mostraron diferencias significativas (p<0,05) en relacién al tratamiento control
cuando las concentraciones se incrementaron a 1,0x10" y 1,0x10° UFC/ml. Cabe
indicar, que estas dos variedades mostraron mayor resistencia en la afectacion de sus
raices, puesto que se produjo una reduccion del 29 % y 18 % respectivamente, en
relacion a las raices de las plantas control.
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Figura 18. Longitud de las raices. Longitud de las raices de plantulas del tratamiento
con B. glumae y B. gladioli (v/v) en trelacion con el tratamiento control, de las 5
variedades de semillas de arroz. El ensayo conté con dos repeticiones de 50 semillas
cada una. Las barras de error corresponden al error estandar calculado para cada uno
de los tratamientos.

Uno de los objetivos de este trabajo fue conocer los efectos causados por las
Burkholderias en los procesos postgerminaciéon de las variedades mayormente
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cultivadas en el Ecuador; y lo observado en las pruebas acerca del desarrollo de los
cotiledones y raices en semillas infectadas con B. glumae en relacion con B. gladioli fue
lo esperado, debido a que B. glumae por lo general es mas patogénica que B. gladioli
[12]. La disminucién en el porcentaje de sus hojas, asi como en el crecimiento
radicular verifican su efecto dafiino a nivel postgerminativo, algo también visto por
Nandakumar et a/ en el 2009, donde indicé que una de las etapas mas vulnerables
para el desarrollo de BPB causado por las dos especies de Burkholderias era al
momento en que emerge la panicula, algo similar a lo observado por investigadores
en Japon y Taiwan [4][48]. Por otro lado, el comportamiento de los efectos de la
interaccion de las dos bacterias fue menos dafiino en relacién a B. glumae por si sola,
esto puede indicar que, la presencia de la cepa utilizada de B. gladioli produjo una
disminucién de la patogenicidad de la cepa utilizada de B. glumae. Cabe recalcar, que
en la mayorfa de estudios se han evaluado los efectos que causan estas cepas por
separado; sin embargo, casi siempre se las han encontrado a las dos Burkholderias en
la misma planta que ha presentado los sintomas de la enfermedad del afnublo
bacteriano; por ende, este es el primer trabajo que se enfoca en el analisis de la
interaccion de B. glumae y B. gladioli en 1a misma plantula. Casos similares han sido
estudiados por Partida-Martinez & Hertweck en el 2005, donde demuestran la
actividad sinérgica entre Burkholderia sp. y el hongo Rhizepus microsporus, micotoxina
que causa una variedad del afiublo de la panicula en el arroz. En este caso la bacteria
es una endosimbionte del hongo, y se cree que R. wicrosporns manipula a la bacteria
para que esta genere la toxina y se produzca la muerte de la hoja o incluso de la
planta; debido a que esta micotoxina ataca al proceso de la mitosis celular en las
plantas de arroz; y asf la muerte de la hoja, deriva en la disponibilidad de nutrientes
que facilmente son aprovechados por el hongo.

3.2 Efecto individual y por interaccion de B. glumaey B. gladioli en plantas de
arroz.

La infeccion con B. glumae en plantas de arroz, medida mediante el area bajo la curva
de progresion de la enfermedad (AUDPC), indicé que de las 4 variedades (SLF-09,
SFL-11, INIAP-14 e INIAP-15) que fueron testeadas, la variedad SLF-09 evidencia
una afectacion mayor en el lugar de infecciéon, mientras que la variedad INIAP-14
mostré6 una menor susceptibilidad a la infeccién por B. glumae. La estadistica
efectuada a los promedios estas dos variedades (2129 y 1422,5 respectivamente)
indica que existe evidencia estadistica entre estas dos variedades con un p=0,032 en
un grado de aceptacion del 95% de confianza. Mientras que las variedades restantes
mostraron valores de AUDPC de 1840 para la variedad SFL-11y 1965,56 para la
variedad INIAP-15, resultados que no mostraron diferencias significativas (p>0,05)
comparadas con las variedades SFL-09 e INIAP-14, de mayor y menor
susceptibilidad respectivamente frente al patégeno B. glumae.

El area bajo la curva tomada de las plantas infectadas con B. gladioli mostrd un
promedio de 1095 para SFL-09, 1541,25 para SFL-11, 1510 para INIAP-14 y
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1188,57 para INIAP-15; los cuales estadisticamente no mostraron diferencias
significativas entre ellas (p>0,05), por lo que se puede indicar que la B. gladioli causa
el mismo efecto en todas las variedades utilizadas en este ensayo.
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Figura 19. Efectos de los patégenos en plantas. Valores de AUDPC que se
evidenci6 en las plantas de las cuatro variedades de arroz que fueron inoculadas con
B. glumae, B. gladioli y 1a mezcla de estas dos especies (v/v).

La interaccion de los dos patégenos, generalmente encontrados en las plantas que
muestran la sintomatologia de BPB, B. glumae y B. gladioli, también fue analizada en
este ensayo. Los resultados mostraron que la variedad INIAP-15 fue la de menor
susceptibilidad entre las 4 variedades, con un valor de AUDPC = 927,5; mientras
que, la variedad que mayor dafio mostré fue la SFL-11, con un AUDPC = 1420. El
valor p obtenido al momento del analisis estadistico para estas dos variedades fue de
0,02; mientras que para las dos variedades restantes (SFL-09 e INIAP-14) en valor
p fue mayor a 0,05 con una aceptacion del 95% de confianza.

Los resultados obtenidos con B. glumae son semejantes a lo observado en estudios
realizados por Fory et a/ (2014) y Nandakumar et 2/ (2009), donde indican que B.
Zlumae es conocida por su mayor patogenicidad frente a B. gladiols; aunque el grado
de virulencia de las cepas varia de acuerdo a la localidad de donde fueron aisladas
[7]. Similaridad obtenida en los resultados expuestos, ya que el dafio causado por la
interaccion de estos dos patégenos, disminuyé en la misma proporcion que lo
causado por efecto de la inoculacién solo con B. gladiolr.
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3.3 Efecto de los micronutrientes zinc y boro, sobre el desarrollo de BPB.

La adicién de Zinc al momento de pregerminar las semillas de arroz de las distintas
variedades, no mostré una diferencia significativa (p>0,05) al momento del analisis
de las AUDPC causadas por B. glumae entre las 4 variedades. La variedad SFL-11 fue
la que menor dafios mostrd frente al resto de variedades (AUDPC = 1166,25),
seguida por la INIAP-14 con un valor de AUDPC = 1508,75; y la variedad INIAP-
15 con un AUDP = 1572,22; mientras que, la variedad SFL-09 fue la que mayores
efectos negativos causé B. glumae con un AUDPC de 1617,78.

Por otro lado, el analisis de las AUDPC de las plantas que emergieron de semillas
con tratamiento de Zinc y que luego fueron inoculadas con B. gladioli indic6 que las
4 variedades siguen el mismo patrén que las plantas sin tratamiento con Zinc; asi, la
variedad SFL-11 mostré mas dafios en relacién con las otras variedades, con una
AUDPC = 1961,25; por otro lado, la variedad SFL-09 mostré menos dafios con una
AUDPC = 1032,22. Sin embargo, con la adicién de Zinc se obtuvo diferencias
significativas en relacion al grado de afectacion entre las cuatro variedades de arroz
hacia B. gladioli; asi las variedades SFL-09 e INIAP-14 son significativamente distintas
con un p<0,05; asi como las variedades SFL-09 y SFL-11 que obtuvieron un p<0,05.

La interaccién de los dos patégenos de Burkholderia en plantas que emergieron de
semillas pregerminadas con Zinc denotan una diferencia significativa (p=0,006)
entre las variedades SFL-11 (AUDPC=1867,5) y SFL-09 (AUDPC=1005). Sin
embargo, la variedad que muestra mayores afectaciones a la mezcla de las
Burkholderias sigue siendo la SFL-11, en comparacion con las plantas de esta variedad
que no fueron fertilizadas con Zinc. Asi mismo, la variedad de arroz que menos
dafios mostré fue la SFL-09 (semillas tratadas con Zinc).

Si bien hemos visto que los resultados varfan de acuerdo al tratamiento y a la especie
de patogeno a la cual han sido expuestas las variedades de arroz, la incidencia de la
fertilizaciéon con zinc en la pregerminacién de semillas, no mostré diferencias
significativas (p>0,05) entre los valores de AUDPC obtenidos de plantas que
provinieron de semillas con el tratamiento con zinc y las plantas que sus semillas no
fueron expuestas al micronutriente, y que luego fueron infectadas con B. glumae, B.
Sladioli; y con la mezcla de estas dos (v/v), tal como lo muestran la figuras 16, 17 y
18. Estos resultados no concuerdan cuando revisamos los resultados obtenidos por
Alagarsamy (1980) frente a otros patégenos, donde indica que las plantas de arroz
son menos susceptibles a la incidencia de patdégenos cuando se encuentra la
presencia de zinc u otros elementos como el manganeso o el yodo. Ademis,
Alagarsamy indica en su trabajo que la forma de incorporar el zinc, fue realizado
mediante fertilizacién directa en el suelo o de forma foliar, nosotros tratamos de
incorporar el micronutriente directamente en las semillas, esta podria ser la razén
por la cual los resultados no ratifican lo expuesto por Alargarsamy.
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Figura 20. Efecto del zinc (glu-zn) en semillas inoculadas con B. glumae (glu). El
ensayo cont6 con 10 repeticiones cada una. Las barras de error corresponden al error
estandar calculado para cada uno de los tratamientos.
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Figura 21. Efecto del zinc (gla-zn) en semillas inoculadas con B. gladioli (gla). El
ensayo cont6 con 10 repeticiones cada una. Las barras de error corresponden al error
estandar calculado para cada uno de los tratamientos.
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Figura 22. Efecto del zinc (int-zn) en semillas inoculadas con B. glumae y B. gladioli
(int). El ensayo conté con 10 repeticiones cada una. Las barras de error
corresponden al error estandar calculado para cada uno de los tratamientos.

La adicion de Boro en la preparacion de las semillas para la obtencion de plantas en
las que se infecté con B. glumae, no mostré diferencias significativas (p>0,05) en el
control del progreso de la enfermedad de BPB entre las 4 variedades. Sin embargo,
las semillas de este mismo tratamiento mostraron efectos distintos cuando sus
plantas fueron infectadas con B. gladioli. Asi, la variedad que mas dafio muestra sigue
siendo la SFL-11 con un AUDPC de 1862,5; al igual que observado en los resultados
de plantas que no tenfan un enriquecimiento con Boro, y que también fueron
inoculados con esta especie de Burkholderia. .o que no ocurti6 con la variedad de
menos dafos mostrd en relaciéon a lo observado en las plantas que no fueron
fertilizadas con Boro, que en esa ocasion fue la SFL-09, y que para este ensayo la
adicion de Boro provocé el desplazamiento de esta denominacion hacia la variedad
INIAP-14 que mostré una disminucion en la afectacion (AUDPC=952) en relacion
a las plantas sin Boro (AUDPC=1510) y de la misma variedad. Estas dos variedades
que mostraron las reacciones adversas de afectacién fueron estadisticamente
diferentes con un p=0,007; dejando a un lado las variedades INIAP-15 y SFL-09 en
las cuales la afectacion fue similar entre ellas.

Por otro lado, la mezcla v/v de las dos especies, mostr6 un comportamiento
completamente contrario al obtenido con B. gladioli. En esta prueba, la variedad que
menor dafilo mostrd frente a la mezcla de los patégenos fue la SFL-11
(AUDPC=11506), siguiendo el mismo patrén que lo ocurrido con las plantas que
fueron inoculadas con B. glumae y Boro, dando a entender que, en la mezcla de
patégenos, el comportamiento que mayor predomina, aunque las concentraciones
de las dos cepas fueron iguales, es el comportamiento de B. glumae que disminuye el
efecto de la enfermedad cuando sus plantas han sido germinadas con boro
previamente. Lo mismo podemos inferir en cuanto a la variedad INIAP-14 que
mostré6 mayor dafio en sus hojas, frente a la mezcla de estos dos patdgenos
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(AUDPC=11678,75), corroborando la teorfa de la predominancia del
comportamiento de B. glumae frente a B. gladiol, pues el patréon es similar a lo
mostrado en plantas que fueron inoculadas con B. glumae y enriquecidas con Boro.
Entre las variedades que mayor y menor dafio mostraron, existié6 una diferencia
estadistica con un p=0,05 y un grado de aceptacion del 95%.

En lo relacionado a hallar una respuesta diferente entre plantas de semillas
germinadas con un tratamiento previo con boro, y plantas de semillas germinadas
sin tratamiento previo, no encontramos respuesta diferente entre la mayoria de estos
dos tratamientos, para las distintas cepas patégenas. Unicamente hallamos una
respuesta estadisticamente significativa con un p<<0,05 entre la variedad INIAP-14,
con tratamiento y sin tratamiento previo en sus semillas, y que a su vez fueron
infectadas con B. gladioli. El resto de variedades en sus dos tratamientos, no
mostraron diferencia estadistica significativa (p>0,05) dentro del 95 % de aceptacion
(ver figuras 23, 24 y 25).
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Figura 23. Efecto del boro (glu-b) en semillas inoculadas con B. glumae (glu). El
ensayo cont6 con 10 repeticiones cada una. Las barras de error corresponden al error
estandar calculado para cada uno de los tratamientos.
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Figura 24. Efecto del boro (gla-b) en semillas inoculadas con B. gladioli (gla). El
ensayo cont6 con 10 repeticiones cada una. Las barras de error corresponden al error
estandar calculado para cada uno de los tratamientos.
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Figura 25. Efecto del boro (int-b) en semillas inoculadas con B. glumae y B. gladioli
(int). El ensayo conté con 10 repeticiones cada una. Las barras de error
corresponden al error estandar calculado para cada uno de los tratamientos.

Estos resultados pueden ser comparados con el trabajo de Andrade 2011, donde
relaciono la adicion de varios nutrientes en el suelo, dentro de ellos el boro, para el
control de patégenos como los acaros y la B. glumae [45]. Sin embargo, al igual que
en este estudio, no obtuvieron diferencias significativas al momento de controlar las
enfermedades que producian estos dos patégenos; tnicamente obtuvo mejora en el
rendimiento; inclusive los otros tratamientos con manganeso y la interaccién con
manganeso y boro, no produjeron efectos sobre el rendimiento. Ademas, segun la
literatura, la incorporacién del boro dentro de la planta depende mucho de la
transpiracion de la misma, por lo que hacerlo en semillas inicamente y no continuar
con la fertilizaciéon en el suelo, puede limitar a absorcién del nutriente en la planta.



33

Adicional a las pruebas realizadas con zinc y boro independientemente, también se
realiz6 un ensayo en donde las semillas de las 4 variedades de arroz fueron
enriquecidas con los dos micronutrientes a la vez; asi podemos observar que para las
plantas que fueron infectadas con B. glumae, no se hallaron diferencias significativas
entre las 4 variedades de arroz. La variedad menos afectada fue SFL-11
(AUDPC=13064,29), seguida por la variedad INIAP-15 (ADUPC=1594), y la
variedad SFL-09 (ADUPC=1603,33), y por ultimo la variedad INIAP-14
(AUDPC=1737,5).

El mismo patrén fue observado cuando las plantas obtenidas de semillas con
tratamiento previo de zinc y boro, fueron infectadas con B. gladioli. No se encontré
evidencia estadistica para indicar que las variedades eran diferentes entre ellas al
momento de suministrar estos micronutrientes. Al igual que cuando fueron
infectadas con una mezcla conteniendo los dos patégenos de Burkholderia. 1a
variedad que mayor dafio mostré entre las 4 variedades fue SFL-11 (AUDPC=1630),
escoltado por INIAP-15 (AUDPC=1446,25), INIAP-14 (AUDPC=1432,80), y
finalmente la variedad menos afectada fue SFL.-09 con un AUDPC de 1320.

Aligual que el comportamiento observado en las plantas de las 4 variedades testeadas
en la adicién de zinc y boro, las plantas obtenidas de semillas con el tratamiento de
los dos micronutrientes, no mostraron diferencias significativas en relacién a las
plantas provenientes de semillas que no se sometieron a tratamiento alguno (figuras
26, 27 y 28). Asi podemos indicar que la adiciéon de estos dos micronutrientes a las
concentraciones probadas, no producen una variacioén significativa al momento de

controlar los estragos causados por B. glumaey B. gladioli, agentes que desencadenan
la enfermedad de BPB.
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Figura 26. Efecto del zinc y boro (glu-zn+b) en semillas inoculadas con B. glumae (glu).
El ensayo cont6 con 10 repeticiones cada una. Las barras de error corresponden al error
estandar calculado para cada uno de los tratamientos.
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Figura 27. Efecto del zinc y boro (gla-zn+b) en semillas inoculadas con B. gladioli (gla).
El ensayo conté con 10 repeticiones cada una. Las barras de error corresponden al error
estandar calculado para cada uno de los tratamientos.
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Figura 28. Efecto del zinc y boro (int-zn+b) en semillas inoculadas con B. glumae y B.
gladioli (int). El ensayo conté con 10 repeticiones cada una. Las barras de error
corresponden al error estandar calculado para cada uno de los tratamientos.



35

3.4 Microorganismos con potencial para el control de B. glumaey B. gladioli.

De las muestras de suelo que se tomaron en las dos distintas localidades de la
ESPOL, se lograron recuperar mas de 75 colonias, de las cuales se seleccioné 50
colonias basados en la morfologia de las mismas. Luego de haberse realizado las
pruebas de sensibilidad entre las colonias aisladas del suelo y las cepas de
Burkholderias, tnicamente 2 colonias mostraron un halo de inhibicién frente a B.
lumae, mismas que mantenfan una rotulacién de CL y LG; mientras que para B.
Zladioli solo una colonia mostré una reaccion positiva frente al patégeno, misma que
fue denominada previamente como CE (Figura 29).

Figura 29. Antibiogramas con bacterias aisladas de muestras de suclo. a) La cepa
CL aislada del CENAE produjo un halo frente a la B. glumae; b) LG aislada del lago
de la FIMCBOR también produjo su reaccion notoria frente a B. glumae. c) La cepa
CE aislada del CENAE produjo una reacciéon de crecimiento el cual desplazé el
crecimiento de B. gladioli.
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Las secuencias obtenidas fueron comparadas con secuencias de genomas de la base
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando la
herramienta bioinformatica de alineamiento Blast (Basic Local Alignment Search Tool)
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

Para la cepa denominada CL, el alineamiento indicé que se trataba del Bacillus
amyloliguefaciens, strain W1-7; secuencia que se encuentra identificada en la base de
datos de NCBI con la siguiente denominacion: KY496289.1; asi mismo, la
contraparte de la misma cepa CL, fue comparada con la base de datos, y el Blast
delini6é a Bacillus amyloliguefaciens, strain KIN8C, secuencia registrada en la base de
datos de NCBI con la denominacion: KY497442.1; las dos secuencias comparadas
perteneciente a la colonia denominada como CL demostraron tener el 99% y 100%
de identidad respectivamente.

Para la colonia denominada como LG, el alineamiento indic6 que las dos secuencias
obtenidas de esta colonia, pertenecen al Bacillus altitudinis, strain GO1-F12; con una
identificaciéon en el Gen Bank denominada: KY416926.1; estos alineamientos
mostraron un 99% de identidad entre las secuencias comparadas.

La colonia que registré una reacciéon positiva frente a B. gladioli, misma que se
denominé como CE, fue denotada como Bacllus subtilis, strain pl9; con
identificaciéon en la base de datos de la NCBI denominada como KX783604.1;
mientras que la contraparte secuenciada denunci6 la identidad con el Bacillus subtilis,
strain CLB-17; identificado con KX664475.1 dentro de la base de datos del Gen
Bank. Los dos alineamientos mostraron una identidad del 99% con las secuencias
registradas en las bases de datos.

Tabla I. Biocontroladores aislados. Nombre de las cepas controladoras de la

enfermedad de BPB, generadas por el Blast de las secuencias en el gen bank de la
NCBL

Nombre | Cepaa | Halo Nombre de ID gen Identidad
controlar | (mm) especie bank

CL B. glumae | 13 | Bacillus KY496289.1 99%
amyloliquefaciens,
strain W1-7
Bacillus KY497442.1 100%
amyloliquefaciens,
strain KN8C

LG B. glumae | 12 | Bacillus KY416926.1 99%
altitudinis,  strain
GO1-F12

CE B. 10 | Bacillus subtilis, | KX783604.1 99%

gladioli strain p19

Bacillus  subtilis, | KX664475.1 99%
strain CLB-17
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Estas cepas identificadas dentro del género Bacillus, concuerdan con varios estudios
de bacterias que funcionan de una u otra forma como controladores de otros
microorganismos. Por ejemplo, el Bacillus subtilis, es uno de los microorganismos
reconocido por mas de 50 afios para la produccion de antibidticos [46]; mientras que
el Bacillus amyloliguefaciens, es referido por Chen et 2/ (2009) como un potencial
biocontrolador de plagas de plantas de acuerdo al analisis gendmico que realizé en
su investigacion, la cual se basé en la comparacion genémica entre el B.
amyloliguefaciens y B. subtilis.
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Conclusiones y Recomendaciones

Se determiné el efecto individual y por interaccion de B. glumae y de B. gladioli en el
desarrollo de semillas y plantulas de las cinco variedades comerciales de arroz en
Ecuador, donde las cepas de B. glumae y B. gladioli con las que se desarroll6 el proyecto
no mostraron mayor influencia en la germinacién de las semillas de las 5 variedades de
arroz. Sin embargo, estos resultados podrian variar de acuerdo a la ubicacién geografica
de donde se obtuvieron las cepas, segin estudios de otros autores; por lo que se
recomienda realizar estudios con cepas obtenidas de diferentes localidades del pais; asi
como analizar el rendimiento de las plantas, siguiendo un proceso normal de fertilizacion
durante el cultivo.

Las aplicaciones de los micronutrientes zinc y boro, sobre el desarrollo de la enfermedad
del tinzén de la panicula en condiciones semicontroladas, no evidenciaron un efecto
directo en los dafios producidos por la infeccion de las especies de patégenos estudiadas.
Por lo que se recomienda, analizar formas de incorporacién de estos micronutrientes
para futuros ensayos.

Asi mismo, se logré identificar tres microorganismos con potencial para el control de B.
Glumae (2 microorganismos) y B. gladio/i (1 microorganismo) mediante evaluaciones
vitro, las cuales mostraron efectos prometedores en laboratorio. Sin embargo, se tendria
que realizar un ensayo para observar el comportamiento de los posibles
biocontroladores en condiciones normales de cultivo; asi como evaluar la adaptabilidad
en las plantas de arroz.
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