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Resumen

Esta investigacion se centra en la importancia del cultivo global de arroz y su impacto
econdmico en regiones como el departamento del Cesar, Colombia. Se destaca la amenaza de
enfermedades fungicas, en particular la Piriculariosis, que causa pérdidas econdmicas
significativas. Se explord el potencial biocontrolador de Bacillus subtilis y Pseudomonas
aeruginosa, bacterias que producen metabolitos antimicrobianos, para inhibir el crecimiento
del hongo fitopatdgeno. Los tratamientos incluyeron Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa y una combinacién de ambos microorganismos, evaludndose su crecimiento en
cajas Petri después de un periodo de observacién. Los resultados revelaron que no existian
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en cuanto a su efecto en el
crecimiento de microorganismos. Los promedios de crecimiento fueron 75% para Bacillus
subtilis, 27% para Pseudomonas aeruginosa y 77% para la combinacion, con desviaciones
estdndar aproximadas de 2.65%, 5.66% y 3.61% respectivamente. Adicionalmente, los
experimentos de invernadero demostraron un crecimiento mds saludable en las plantas tratadas
con Bacillus subtilis en comparacion con Pseudomonas aeruginosa. Estos resultados subrayan
la promisoria capacidad biocontroladora de las bacterias, con importantes implicaciones para
la seguridad alimentaria y la produccion agricola sostenible en la regién. En resumen, este
estudio no encontré diferencias significativas en el crecimiento de microorganismos entre los
tratamientos de Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa y la combinacion de ambos en cajas
Petri. Estos hallazgos contribuyen al conocimiento en microbiologia y sugieren que estas
bacterias podrian desempefiar un papel crucial en el control de enfermedades fingicas en
cultivos de arroz, ofreciendo perspectivas alentadoras para la agricultura en la region del
departamento del Cesar, Colombia.

Palabras claves: Arroz, Biocontroladores y Piriculariosis.

Abstract

This research focuses on the importance of global rice cultivation and its economic
impact in regions such as the department of Cesar, Colombia. It highlights the threat of fungal
diseases, in particular Piriculariosis, which causes significant economic losses. The
biocontrolating potential of Bacillus subtilis and Pseudomonas aeruginosa, bacteria that
produce antimicrobial metabolites, was explored to inhibit the growth of the phytopathogenic
fungus. Treatments included Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa and a combination of
both microorganisms, and their growth in petri boxes was evaluated after a period of

observation. The results revealed that there were no statistically significant differences between



treatments in their effect on the growth of microorganisms. Growth averages were 75% for
Bacillus subtilis, 27% for Pseudomonas aeruginosa and 77% for the combination, with
standard deviations of approximately 2.65%, 5.66% and 3.61% respectively.

Additionally, greenhouse experiments demonstrated healthier growth in plants treated
with Bacillus subtilis compared to Pseudomonas aeruginosa. These results underline the
promising biocontrol capacity of bacteria, with important implications for food security and
sustainable agricultural production in the region. In summary, this study didnt find significant
differences in the growth of microorganisms between the treatments of Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa and the combination of both in petri boxes. These findings contribute
to knowledge in microbiology and suggest that these bacteria could play a crucial role in the
control of fungal diseases in rice crops, offering encouraging prospects for agriculture in the
Cesar department region, Colombia.

Keywords: Rice, Biocontrollers and Piriculariosis
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Introduccion

El arroz (Oryza sativa L.), un cultivo de gran relevancia econdmica en Colombia
desempefia un papel fundamental en la economia agricola del pais. Su extensa drea cultivada,
que abarca aproximadamente 460,000 hectareas en el departamento del Cesar, refleja su alta
importancia. (DANE - Encuesta Nacional De Arroz Mecanizado (ENAM), n.d.) A pesar de su
prominencia, el cultivo de arroz se enfrenta a desafios significativos, principalmente
relacionados con enfermedades fungicas, que amenazan su rendimiento y generan pérdidas

considerables. (RedAgricola, 2023)

La produccién de arroz en Colombia ha experimentado un crecimiento notable en las
ultimas décadas. Segun datos del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, en el afio 2020,
se superaron las 2.5 millones de toneladas de arroz producidas en el pais. Este aumento no solo
ha fortalecido la seguridad alimentaria de los colombianos, sino que también ha contribuido a
la generaciéon de empleo y al desarrollo econdmico en las zonas rurales. (Ministerio de

Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia, 2021).

Sin embargo, el incremento en la produccion de arroz también ha traido consigo
desafios. La brecha entre la produccion y el crecimiento poblacional, combinada con la
variabilidad climdtica y la humedad, ha favorecido la apariciéon de plagas y enfermedades
fingicas. Entre ellas, la Piriculariosis, causada por el hongo fitopatégeno Pyricularia oryzae,
destaca debido a su alta patogenicidad y susceptibilidad a factores climaticos. La resistencia a

los fungicidas agrava ain mas el problema. (Parra-Pefa, R., et al, 2022)

Este contexto agricola demanda soluciones sostenibles. La investigacion se enfoca en
abordar estas enfermedades fungicas en los cultivos de arroz mediante soluciones ecorentables.

Una propuesta clave es el uso de bacterias beneficiosas, como Pseudomonas aeruginosa y el
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género Bacillus, como agentes de biocontrol. (Chica et al.2016) Estas bacterias han demostrado
su capacidad para inhibir el crecimiento de patégenos, ofreciendo una alternativa
ambientalmente sostenible para preservar la seguridad alimentaria y el equilibrio ecoldgico en

la region del Cesar.

El estudio se centra en el efecto antagonista de Pseudomonas aeruginosa y Bacillus
subtilis contra la Piriculariosis, buscando mitigar el crecimiento del hongo fitopatégeno
Pyricularia oryzae. Se espera que estos hallazgos no solo enriquezcan el conocimiento sobre
el control bioldgico, sino que también contribuyan a proteger la produccion de arroz y fortalecer

la seguridad alimentaria en un mundo en constante evolucidn.

El cultivo de arroz en Colombia es una parte vital de la economia agricola del pais, pero
enfrenta desafios que requieren soluciones innovadoras y sostenibles. La investigacion y el uso
de bacterias como agentes de biocontrol ofrecen esperanzadoras perspectivas para asegurar la
continuidad y la prosperidad de este cultivo esencial en el departamento del Cesar y en toda

Colombia. (Ministerio de agricultura y desarrollo rural.2021)

2 Planteamiento del Problema

En el cultivo del arroz las enfermedades de origen microbiano constituyen uno de los
factores que inciden en la obtencion de bajos rendimientos y manchado de los granos. Estas
enfermedades pueden ser provocadas por diversos microorganismos como hongos (Ebbole,
2008), bacterias (Ali et al., 2009) y virus (Xiao et al., 2010), siendo las de origen fingico las
mas frecuentes en el cultivo como es el caso de Piriculariosis también conocida como quemazon
o afiublo del arroz , es la principal enfermedad encontrada en estos cultivos a nivel mundial y
puede ocasionar pérdidas por su alto grado de patogenicidad cuando se hace presente en la
cosecha .Logra provocar severas reducciones de los rendimientos dependiendo del grado de
susceptibilidad de la variedad, la tecnologia de cultivo empleada (se ha observado mayor
severidad de la enfermedad en arroz secano, ya que este tipo de arroz es aquel donde el agua
unicamente proviene de las lluvias, y normalmente dispone de canales de drenaje.) y de la
incidencia durante el ciclo vegetativo de factores climaticos y nutricionales favorables al
desarrollo de la enfermedad (Thuan et al., 2006; Cardenas et al,2010)
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El Hongo Piricularia (Pyricularia oryzae (Cooke) Sacc.) produce dafios en hojas, nudos
y granos, lo que puede resultar en pérdidas significativas si no se controla
adecuadamente.(Zambrano et al., 2006) Plantea la complejidad del control de esta enfermedad
y la necesidad de buscar nuevas estrategias, que no impliquen el uso de productos quimicos,
pues ya son sabidos los problemas que pueden causar al medio ambiente a largo plazo; Por esto
se busca como alternativa el uso de bacterias biocontroladores, para combatir este hongo de

manera sostenible en la produccién de arroz.

El problema se centra en la necesidad de abordar los desafios que enfrenta la produccion
de arroz en Colombia ya que es un cultivo de alta importancia econémica, que ha fortalecido
la seguridad alimentaria, la generacién de empleos y contribucién del desarrollo econdmico en
areas rurales. Donde se destaca el impacto econdmico significativo que tiene el arroz en el
departamento del Cesar, Colombia. Segin (RedAgricola,2018) este cultivo abarca mas de
500,000 hectareas y produce alrededor de 1.7 millones de toneladas de arroz, generando empleo
en la regidn. Los ingresos derivados de la venta de arroz representan una parte sustancial de la
economia local. Sin embargo, se han identificado problemas relacionados con la brecha entre
la produccién y el crecimiento poblacional, la variabilidad climética y la humedad que
favorecen la aparicion de plagas y enfermedades fungicas, como la Piriculariosis, que

amenazan la produccién de arroz. (Acebo et al.,2011)

De modo que se pretenden realizar estudios con el fin de evitar pérdidas
agroeconomicas en el departamento del Cesar, puesto que en los ultimos 10 aiios
se ha tenido un crecimiento promedio en cuanto a exportaciones mayor al nacional
en la ultima década, segiin el Informe de Coyuntura Regional del Banco de la
Repiiblica, ya que en cuanto a cultivos la actividad agricola del departamento esta
se centra en el cultivo de palma de aceite, arroz riego, yuca y maiz, otros bienes
que se producen son algodon, fiame, cacao, maiz tecnificado y frutos. También se
destacan la ganaderia, la produccion de café y de ldcteos. (PROCOLOMBIA,
2013)

Por lo tanto, esta tesis se enfocara en investigar y proponer soluciones sostenibles para

abordar las enfermedades flingicas en los cultivos de arroz, centrandose en el uso de bacterias
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beneficiosas como agentes de biocontrol, tales como Pseudomonas aeruginosa y el género
Bacillus. El objetivo es enriquecer el conocimiento sobre el control biolégico y contribuir a la
proteccion de la produccién de arroz y la seguridad alimentaria en un entorno en constante

cambio.

3  Justificacion

El arroz (Oryza sativa L) es un alimento bdsico para mds de la mitad de la poblacién
mundial, ocupa el segundo lugar de importancia entre los cereales del planeta, después del trigo
(Triticum aestivum L.) La importancia del arroz como uno de los cereales fundamentales en la
alimentacion humana a lo largo de la historia es innegable. Su valor nutricional, su capacidad
para sustentar a una gran parte de la poblacion mundial y su papel en la economia agricola
hacen del arroz un recurso invaluable (Vanegas, WLE,2017). En la agricultura su cultivo genera
una importante fuente de empleo, ingresos y nutricién de muchas regiones pobres y con una
alimentacion precaria. La diferencia entre el aumento de la produccién y el rdpido crecimiento
de la poblacion en los paises consumidores de arroz es notable, lo que trae consigo la misién

consagrada de investigadores para obtener mayores rendimientos de este grano (FAQO, 2016).

Segun datos de la federacion nacional de arroceros Fedearroz Colombia tiene 460.000
hectareas con cultivos de arroz. De ellas, 217.000 estan en los Llanos Orientales, 55.000 en el
Caribe seco, 58.000 en el Caribe humedo y 140.000 hectéreas en la zona centro, basicamente
los departamentos de Tolima, Huila y aledafios. (DANE, 2020) En el segundo semestre de 2019
el 4rea total nacional sembrada en arroz mecanizado fue 186.703 hectareas. Esto corresponde
a 19.557 hectareas mas que el area sembrada en el segundo semestre de 2018 (167.146
hectareas), indicando una variacién positiva de 11,7%. El area cosechada de arroz mecanizado
aumento 5,5% a nivel nacional, pasando de 333.377 hectédreas en el segundo semestre de 2018,
a 351.838 hectéreas en el segundo semestre de 2019. Los principales departamentos arroceros
que presentaron un aumento de areas cosechadas en el segundo semestre de 2019 fueron Meta,
con una variacion positiva de 16,1%, Casanare 7,6% y Resto Departamentos 11,9%. (DANE,

2020).

El arroz es uno de los principales cereales sembrados en el departamento del Cesar

(Colombia), hace parte principal de su economia por lo que representa una produccion
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aproximada de 125.000 toneladas por afo, pero a pesar de los incrementos en los rendimientos
logrados en sus cultivos, como consecuencia del uso de mejores técnicas agricolas, estos se ven
afectados hasta en un 40% por la incidencia de enfermedades fiingicas por lo que
frecuentemente se establecen grandes contrastes bioldgicos en la produccién arrocera,
resultando en la reduccién de la calidad y cantidad de la cosecha, (FEDEARRQOZ, 2008; ICA,
2011). amenazando la sostenibilidad de su produccién y el mantenimiento de la seguridad
alimentaria en regiones como el departamento del Cesar, Colombia. Esta justificacion se enfoca
en los puntos clave que impulsan la necesidad de investigar y abordar estas problematicas,

(Acebo et al.,2011)

Las enfermedades fungicas, en particular la Piriculariosis, representan una amenaza
significativa para los cultivos de arroz. Estas enfermedades pueden reducir los rendimientos de
manera dréstica, afectando la productividad y la economia agricola de regiones como el
departamento del Cesar. La comprension de los mecanismos de accion de estas enfermedades

y la busqueda de soluciones efectivas son cruciales para mitigar sus efectos perjudiciales.

La dependencia de fungicidas quimicos para el control de enfermedades fungicas
plantea preocupaciones ambientales y de salud, asi como la posibilidad de desarrollar
resistencia a los patdgenos. La busqueda de alternativas sostenibles y respetuosas con el medio
ambiente es imperativa para garantizar la seguridad alimentaria a largo plazo y la conservaciéon
de los recursos naturales, es por esto que se buscan alternativas como el control biolégico, ya
que es un método de control de plagas, enfermedades y malezas que consiste en utilizar
organismos vivos con objeto de controlar las poblaciones de otro organismo de
microorganismos patégenos puede ocurrir por diferentes mecanismos de accion, tales como la
competencia por nutrientes, minerales y espacio; la sintesis de metabolitos y la induccién de
resistencia sistémica en la planta (Viera, et al, 2020). Entre estos metabolitos se destacan los
sideréforos, que hacen al hierro inaccesible para los patdgenos; los antibidticos, tales como 2,4-
diacetilfloroglucinol (DAPG), pioluteorina, pirrolnitrina y derivados de fenazina (Herndndez,
et al, 2014) y lipopéptidos ciclicos ( Raaijmakers J). La detoxificacion de factores de virulencia
de los patégenos constituye otro mecanismo de control biolégico que puede incluir la

produccién de una proteina que se une, reversiblemente, a la toxina, la detoxificacién

irreversible mediada por wuna esterasa y la  hidrdlisis (Acebo, Y 2011).

Estudios realizados en el Laboratorio de Ecologia Microbiana de la Facultad de

Biologia de la Universidad de La Habana (Cuba), demostraron que las cepas de Pseudomonas
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aeruginosa. Presenta genes que codifican para la produccién de sideréforos y antibidticos. Las
cepas de Pseudomonas son utilizadas debido a su gran cantidad de compuestos y nutrientes, su
efectividad produce un impacto positivo a nivel econdmico y desde la dimension bioldgica un
control y efectividad o resistencia en los cultivos (Pérez, et al, 2015). No obstante, asi como se
presencian elementos positivos, existen también hongos que afectan cultivos como en el caso
de la Pyricularia oryzae, que afecta tanto las paniculas como los granos y conlleva a una
disminucién del rendimiento agricola o en su defecto a la pérdida de la cosecha, razén por la

cual es fundamental la implementacion de Pseudomonas aeruginosa.

Por su parte, el género Bacillus se encuentra ampliamente distribuido en los
agrosistemas y una de sus principales aplicaciones es el control de enfermedades de cultivos
agricolas, Una gran diversidad de especies del género Bacillus han demostrado tener actividad
antagénica contra diversos microorganismos fitopatégenos de cultivos agricolas, tales como
maiz, arroz, frutales, entre otros (Wang et. Al, 2013. Li et al., 2015). El estudio de esta
capacidad de Bacillus se inici6 por el descubrimiento de la actividad insecticida de las proteinas
Cry producidas por B. thuringiensis; en la actualidad diversas especies del género Bacillus (B.
subtilis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens y B. licheniformis) son ampliamente estudiadas para

mitigar la incidencia de enfermedades de importancia agricola (Raaijmakers y Mazzola, 2012).

Una de las caracteristicas mas importantes del género Bacillus es su capacidad de
producir una gran variedad de antibidticos con capacidad de inhibir el crecimiento de agentes
fitopatdgenos, entre éstos, los lipopéptidos ciclicos no ribosomales han sido los mas estudiados.
Los lipopéptidos (LPs), estructuralmente consisten en un péptido ciclico unido a una cadena de

acido graso B-hidroxi o f-amino. (Ongena & Jaques,2008; Falardeau et al.2013).

Por lo anteriormente expuesto y teniendo en cuenta que este tipo de enfermedades en
cultivos han sido consideradas de incidencia primaria en el departamento del Cesar , y que
muchos de los métodos empleados para combatir este hongo ; como es el caso del uso de
fungicidas no han sido suficientemente efectivos para contrarrestarlas, se hace necesario la
realizacion de investigaciones enfocadas al desarrollo de nuevos métodos de control que
contribuyan a disminuir el uso de quimicos, conservar la calidad del medio ambiente y aseguren
que la produccion de arroz sea segura e inocua mediante la implementacion de estrategias de

agricultura sostenible (Rivera & Gémez, 2012)
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En consecuencia, esta investigacién se presenta como una respuesta necesaria a los
desafios planteados por la interseccién de la seguridad alimentaria, la sostenibilidad agricola y
el impacto econémico en regiones como el departamento del Cesar. A través del estudio del
efecto biocontrolador de bacterias como Pseudomonas aeruginosa y Bacillus subtilis contra la
Piriculariosis, se busca contribuir al desarrollo de soluciones innovadoras y sostenibles que
puedan preservar tanto los cultivos de arroz como el equilibrio ecolégico en la regién y mds

alla.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo General

Evaluar la efectividad de Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa en el
biocontrol de Pyricularia oryzae, agente causal de la Piriculariosis en el cultivo del

arroz.
4.2 Objetivos Especificos

* Analizar la capacidad antagonista “in vitro” de Bacillus subtilis y Pseudomonas
aeruginosa frente al hongo Pyricularia oryzae

* Determinar el efecto biocontrolador y promotor de crecimiento vegetal de
Bacillus subtilis 'y Pseudomonas aeruginosa en plantulas de arroz inoculadas con

Pyricularia oryzae bajo condiciones de invernadero.

5 Marco Teorico

5.1 Antecedentes

El tizén de arroz es una patologia causada por el hongo Pyricularia oryzae,
Magnaporthe oryzae. Segun Turcios (2016), el género Pyricularia perjudica un extenso
entorno de especies, principalmente cereales y otras especies de gramineas. Por lo tanto, se ha
establecido que los recursos provenientes del arroz y otros cereales deben ser denominados
como Pyricularia oryzae, Magnaporthe oryzae, mientras que los aislamientos de Digitaria
sanguinalis se refieren como Pyricularia grisea, Magnaporthe grisea. Estos nombres son
sindnimos, por lo que en la literatura se utilizan los cuatro nombres para referirse al agente
causal del tizén del arroz.

Segun Rodriguez (2016) en su investigacion Magnaporthe oryzae, un hongo de dificil
control y de efectos devastadores en nuestros cultivos de arroz desarrollado bajo el Centro de
Biotecnologia y Genomica de Plantas UPM-INIA. El Parque Cientifico y Tecnoldgico de la
UPM, tiene como objetivo conocer mas acerca de la biologia del hongo y de la planta y a su
vez tener nociones claras a nivel molecular de las distintas fases de los mecanismos de la
enfermedad para encontrar las mejores vias para combatir el hongo.

Magnaporthe oryzae es un hongo patégeno de arroz que produce la enfermedad
denominada Piriculariosis. Es el patégeno de plantas que mayores pérdidas produce
mundialmente. El control de la enfermedad es altamente complejo y requiere la busqueda de

nuevas estrategias. La investigacion tomd como base tedrica articulos e investigaciones
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realizadas por: Rodriguez-Romero, J., Franceschetti, M., Bueno, E., Sesma, A. &
RodriguezRomero, J. (2014), Yu, F., Gu, Q., Yun, Y., Yin, Y., Xu, J.-R., Shim, W.-B. & Ma,
Z.(2014), entre otros.

El articulo fue desarrollado bajo una aproximacién metodoldgica cuali- cuantitativa,
la cual permite un andlisis mds amplio e integral de la evolucién y desarrollo del hongo. Gracias
a eso se lleg6 a la conclusion de que se deben unificar bases de datos y catalogar todas las
infecciones que se produzcan en las distintas regiones. Tener datos mds exactos de las
condiciones del cultivo y de las variedades de arroz infectadas. A su vez, hacer estudios
genéticos tanto con los “patotipos’ de los distintos aislados como con las variedades de arroz.
Por supuesto un incremento en el apoyo de las instituciones y de las cooperativas de
agricultores para llevar a cabo mds proyectos de I+D+i dentro de esta drea ayudaria
enormemente a encontrar soluciones a méas corto plazo.

El estudio de Rais et al. (2017) titulado "Bacillus spp., un agente de biocontrol que
mejora la actividad de las enzimas de defensa antioxidantes en el arroz contra Pyricularia
oryzae" tiene como objetivo principal investigar la induccién de la actividad de las enzimas
relacionadas con la defensa en el arroz y la secrecion de su potencial inductor en la rizosfera
durante la interaccion entre Bacillus subtilis. y P. oryzae en diversas variedades de arroz. El
estudio aborda la observacion de que las bacterias antagdnicas promueven significativamente
la actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD) en comparacién con el control negativo
(P. oryzae), registrando un aumento de 1.7 a 1.9 veces en ambas condiciones, hidropdnicas y

de suelo.

La induccién de la actividad de SOD en las hojas fue mayor (1.3-1.9 veces) en comparacién
con la de las raices (1.1-1.7 veces) en todas las variedades. La actividad maxima de SOD se
observé en basmati-385 (1.8-1.9 veces) seguida de la de basmati-515 (1,2-1,6 veces) y
basmatisuper (1,2-1,4 veces). Bacillus subtilis sp KFP-17 provocé la mayor actividad de SOD
(1,2 a 1,9 veces) seguida por la de Bacillus subtilis sp KFP5 y Bacillus subtilis sp KFP-7 (1,1-
1,8 veces). Como resultados se establecieron hallazgos que presentan en primer lugar la
secrecion de sider6foros, proteasa y glucanasa en la rizosfera del arroz. Existe una correlacion
significativa entre las cantidades de proteasa, sider6foros, glucanasa se recuperé de la rizosfera
y las actividades de las enzimas antioxidantes indican el papel de estos metabolitos en la

activacion del sistema de la enzima antioxidante.

Shafi et al (2017) en su revision cientifica Especies de Bacillus como armas versatiles
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para patégenos vegetales: una revision tiene como objetivo general presentar el potencial de
biocontrol de las especies de Bacillus en relacion con sus atributos antagonistas frente a
patégenos vegetales. Estos atributos incluyen la produccién de lipopéptidos, antibidticos y
enzimas, asi como la promocién del crecimiento de las plantas y la resistencia sistémica
inducida. Aborda la situaciéon de que los pesticidas quimicos son altamente efectivos y
convenientes de usar, pero son una amenaza potencial para el medio ambiente y todo tipo de
vida en la tierra. Por lo tanto, el uso de agentes de control bioldgico para el manejo de patégenos
vegetales se considera una estrategia mds segura y sostenible para una productividad agricola
segura y rentable.

El articulo tomé como base tedrica investigaciones realizadas por: Microbiologia
UDoPa. Base de datos de Antimicrob Pept. (2016); Gong AD, Li HP, Yuan QS y col (2015),
entre otros. fue desarrollado bajo una aproximaciéon metodoldgica cuali- cuantitativa, la cual
permite un andlisis mds amplio e integral del funcionamiento de los microorganismos de
biocontrol Se han descrito varios microorganismos como posibles agentes de control biolégico
como Hypericum gramineum, Pseudomonas fluorescens y algunas especies de Streptomyces.
Ademads, Ulocladium atrum y Trichoderma tienen la capacidad de controlar diversas
enfermedades bacterianas y fungicas. Por lo general, muestran una eficacia de control que
oscila entre el 30% y el 50%.

Las especies de Bacillus subtilis se han convertido en atractivos agentes de control
biolégico debido a su capacidad para producir endosporas duras y resistentes y antibidticos que
controlan una amplia gama de patégenos vegetales. En conclusion, la diversidad en las cepas
de Bacillus brinda proteccidn, resistencia inducida sistémicamente y la promocién del
crecimiento de las plantas juegan un papel principal en la proteccion bioldgica de las plantas.
La mayoria de las investigaciones cientificas se realizan sobre las vias de transduccién de
sefales en plantas tratadas con la especie Bacillus.

Thierry et al (2017) Un enfoque gendmico para desarrollar una nueva prueba de gPCR
que permita la deteccion del linaje Pyricularia oryzae que causa la explosion del trigo tiene
como objetivo el desarrollo de una prueba pcr que les permita la deteccion de Pyricularia
tempranamente, ademds se evalud el rendimiento de la prueba para medir su especificidad
analitica, sensibilidad analitica y robustez. Utilizaron como referentes tedricos articulos
publicados por: Castro Agudin et al. 2016; Ceresini et al. 2019, etc., el. El articulo fue
desarrollado bajo una aproximacion metodoldgica cuali- cuantitativa, la cual permite un

andlisis mas amplio de las elecciones al linaje Triticum y obtuvieron la prueba de PCR
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cuantitativa C17 detectd aislamientos pertenecientes al linaje Triticum con alta sensibilidad,

hasta 13 copias de pldsmido o 1 pg de ADN gendmico por tubo de reaccion.

5.2 Bases Teoricas

En el cultivo del arroz, la principal enfermedad y la mayor causante de pérdidas
econdmicas es conocida como Piriculariosis, causada por el hongo Pyricularia oryzae Cavara
(forma sexual de Magnaporthe grisea). Esta enfermedad puede afectar hasta un 100% de la
plantacién y causar dafios econdmicos considerables. (Cambronero, & Orozco, 2021). Segin
la sintomatologia que presentan las plantas de arroz atacadas por este patogeno Pyricularia
oryzae ataca hojas, tallos, inflorescencias y ocasionalmente al grano. Los momentos en que la
planta es mds susceptible, son en el estado de pldntula y durante la floracion, incluso las raices
pueden infectarse. Sin embargo, el sintoma mds comin y que sirve como diagndstico, son
lesiones en forma de diamante que ocurren en las hojas.

La enfermedad se presenta generalmente, a partir de los 35 dias de la siembra,
incidiendo durante la fenofase de ahijamiento activo, disminuyendo en la fase de cambio de
primordio e incide nuevamente en la paniculacién (Pinciroli, et.al 2006) P. oryzae puede
permanecer en los residuos de cosecha, las semillas y en otras plantas hospedantes. En los
residuos de cosecha, es probable encontrar indculo del patégeno hasta después de dos afios de
ser eliminadas las plantas. Almaguer et al, (2012). demostraron que la temperatura y la
humedad relativa, influyen positivamente en la concentracién de propagar P. oryzae en el aire.

Los sintomas que se pueden presentar en las hojas pueden variar de acuerdo con
algunas condiciones ambientales como edad de la planta, las lesiones pueden aparecer
inicialmente con un color verde grisiceo, con un borde verde mds oscuro y se expanden
répidamente a varios centimetros de longitud .En los cultivos que ya fueron atacados las
lesiones mds viejas toman un color marrén con apariencia tostada con bordes necréticos;
mientras que los sintomas que aparecen entre la union de la hoja y la vaina del tallo consiste en
presencia general de necrosis en la union entre los dos tejidos (Acebo, et al 2011).

En el cuello y paniculas de la planta de arroz, Pyricularia los infecta en el nédulo y la
infeccién conduce a una afeccion llamada cuello podrido o explosion del cuello. La infeccion
de los cuellos puede ser muy destructiva, causando que las semillas no se llenen, o haciendo
que toda la panicula se caiga como si estuviera podrida. El hongo también puede infectar las

paniculas a medida que forman las semillas. Las lesiones se pueden encontrar en las ramas de
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la panicula, estas lesiones son decoloraciones de color marrén grisdceo, y con el tiempo si las
ramas presentan varias lesiones pueden romperse.

A menudo se ha aislado el hongo de los pedicelos de las semillas, estas no producen
cuando los pedicelos son infectados, esto es una condicion llamada cegamiento. Los sintomas
de la explosién del arroz en las semillas mismas consisten en manchas marrones, y
ocasionalmente, la lesion cldsica en forma de diamante en las hojas. El proceso y el tiempo
durante el cual ocurre la infeccién de las semillas por esporas del patdgeno no se ha descrito
completamente, pero hay informacién que afirma que el hongo puede infectar semillas. El
hongo Pyricularia oryzae afecta a un amplio espectro de especies de las gramineas, pero el
principal dafio econémico lo provoca en arroz (Kunova, et al 2014).

Las condiciones necesarias para el desarrollo del hongo deben ser, una alta humedad
relativa (90-92%), gran intensidad luminica, periodos largos de fotoperiodismo, tiempo
ventoso, temperaturas nocturnas rondando los 20°C alternando con temperaturas diurnas entre
30 - 35°C.

El ciclo de la enfermedad y su epidemiologia son aspectos algo complejos, pues el
hongo que causa el afiublo del arroz se llama Magnaporthe oryzae (anteriormente Magnaporthe
grisea). Es un ascomiceto porque produce esporas sexuales (ascosporas) en estructuras
llamadas ascas, y se clasifica en la familia Magnaporthaceae de nueva construccion. Las ascas
se encuentran dentro de estructuras especializadas llamadas peritecios. El micelio de
M. oryzae es septado y los nicleos en el micelio y las esporas de este hongo son haploides.
(Long, et al 2001)

Teniendo en cuenta lo anterior, se presentan hongos como el Ascomycete, el cual
produce ascosporas hialinas, de forma fusiforme (con forma de huso con extremos
decrecientes) con tres tabiques. Las ascas son unitunicados. Se considera que este es
heterotédlico con un sistema de acoplamiento dipolar (apareamiento controlado por dos alelos
diferentes en un tnico locus) con genes adicionales que controlan el ciclo sexual. (Acebo, et al
2011)

La etapa asexual de Magnaporthe oryzae estéa descrita por el nombre de Pyricularia
oryzae (anteriormente llamado P. grisea) y es la forma mas comun de esporas del hongo. Estas
esporas, llamadas conidias, se producen en los llamados conidiéforos. Las conidias son
generalmente de tres celdas. Las colonias esporuladas en placas de agar pueden tener un aspecto
grisdceo lanudo.

En condiciones favorables, el hongo hace el proceso de esporulacion en el centro de
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las lesiones en cultivares susceptibles. También puede esporular en las lesiones de la semilla y
estas producen una extension mas que en las hojas infectadas a las superficies de las lesiones,
las cuales se presentan en color gris polvoriento. Por su parte, se encuentran los conidios,
producidos después de horas en alta humedad, estos pueden ser liberados teniendo en cuenta
las condiciones del viento, ya que puede ser cerca del mediodia o llevarlo a distancias
considerables.

La infeccion del arroz ocurre cuando los conidios se depositan en los tejidos de arroz
y germinan al producir un tubo germinativo y un apresorio. El apresorio es una estructura
melanizada, y de ella se desarrolla una clavija de infecciéon que penetra el tejido. El hongo
penetra directamente por la cuticula. Después de la penetracion, la hifa de infeccion primaria
crece radpidamente y se ramifica dentro de los tejidos susceptibles. (Lu, et al. 2019).

En general, el tizon del arroz se ve favorecido por temperaturas moderadas (24° C) y
periodos de alta humedad que son de 12 horas o mas, condiciones facilmente alcanzables en
campos de arroz inundados.

Las fuentes de esporas invernantes que comprenden el inoculo primario consisten en
hierbas, plantas voluntarias, rastrojos infectados y semillas infestadas en la superficie del suelo
después de la siembra mecanica. Las semillas infestadas que quedan en la superficie del suelo
pueden producir facilmente esporas de P. oryzae durante mds de varias semanas después de la
siembra, mucho después de que hayan surgido las plantulas. En invernadero, el hongo también
esporula sobre los coledptilos muertos o moribundos de plantas que crecen a partir de semillas
infectadas. (Long, et al 2001).

Las esporas producidas como indculo primario en los tejidos que invernan producen
las infecciones iniciales en plantulas jovenes, al depositarse en las hojas, germinando e
invadiendo los tejidos de las hojas. La gravedad de la enfermedad a menudo se correlaciona
con la cantidad de material infestado (densidad de in6culo). Las lesiones en las plantulas
jovenes aparecen unos dias después de la infeccion. Estas lesiones secundarias producen mas
esporas y estas esporas se diseminan facilmente por el viento a los tejidos de hojas sanas y
cercanas. La esporulacion ocurre cuando la humedad relativa alcanza el 100% (Lu, et al. 2019).

Los ciclos secundarios pueden repetirse muchas veces durante la temporada de
crecimiento, con el potencial de generar una gran cantidad de infecciones dentro de la estacion
de cultivo. El ndmero de ciclos y el nimero esporas que se producen en cada lesion individual
pueden verse influenciados por muchos factores, que incluyen la temperatura, la lluvia, la
profundidad del agua en el arrozal, la cantidad de nitrégeno utilizada para fertilizar el arroz y

el nivel de resistencia genética en el cultivar que estd infectado. (Chuwa, et. al 2013).
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llustracion 1:Dariios causados por Pyricularia
oryzae a las plantas de arroz

5.2.1 Taxonomia

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida Orden:
Poales Familia: Poaceae

Género: Oryza

Especie: Oryza sativa L.

Hustracion 2: Oryza sativa, planta de arroz

5.2.2  Ciclo de Vida del Hongo

La Pyricularia oryzae es un hongo que se desarrolla en condiciones de alta
humedad relativa y temperaturas entre 22° y 29° grados Celsius. Su crecimiento se ve
favorecido por la presencia de altas concentraciones de nitrégeno en el agua de riego. Se
ha observado una reciente infeccién en la Albufera de Valencia que podria estar
relacionada con esta causa.

Este hongo produce una gran cantidad de esporas, lo que hace necesario
implementar estrategias para inhibir su formacién. Para lograrlo, se requiere analizar la
regulacion genética de la esporulacion, identificando el gen responsable de este proceso
y neutralizdndolo mediante métodos de control quimico o biolégico. Las esporas que
quedan en los restos de cosechas anteriores o de malas hierbas constituyen la principal

fuente de indculo para el inicio de esta enfermedad.



24

La propagacién de la Pyricularia oryzae se debe a diversos factores, como la
aparicion de nuevas variedades de arroz con altos rendimientos y escasa variabilidad
genética en los dltimos 30 afios. También influyen los cambios en los sistemas de cultivo,
la falta de rotacion de cultivos y las alteraciones en las practicas culturales. Las nuevas
variedades de arroz requieren una cantidad sustancial de nitrégeno, lo que favorece el

crecimiento del hongo.

53 Bases Legales

La siguiente investigacion se encuentra soportada en las siguientes Normas
Internacionales para Medidas Fitosanitarias (NIIF, 2010):

Bases legales

1. © Marco para el analisis de riesgo de plagas > NIMF Numero 02. (2007): ¢ Esta
normativa describe el proceso para el andlisis de riesgo de plagas, abarcando la evaluacién del
riesgo y el manejo de la enfermedad.

>> 2.” Glosario de términos fitosanitarios > NIMF, Numero: 05 (2010). * La norma
NIMEF, describe un vocabulario con definiciones y términos orientado a todos los sistemas
fitosanitarios. ©’

Protocolos de diagnéstico para las plagas reglamentadas. <> NIMF Nudmero: 27
(2006), ¢ Esta norma describe los requisitos principales que se deben tener en cuenta para un
diagnostico confiable.”” (NIMF, 2010)

Normas que rigen el cultivo de Oryza sativa en Colombia

1.Decreto 3081 de 2005.’. Establece las buenas practicas agricolas, para el arroz en

el territorio nacional

6 Metodologia

6.1.1  Tipo de Estudio y Linea de Investigacion

Es un estudio experimental, pues en esta investigacion se evaluaron distintos

tratamientos la linea de investigacion es Bioprospeccion.
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6.1.2  Universo y Poblacion

La parte experimental de este proyecto se llevd a cabo en la regiéon del Caribe
colombiano en la ciudad de Valledupar; en los laboratorios de Microbiologia de la Universidad
Popular del Cesar; y en una Casa malla ubicada en el barrio Sicarare ubicado entre latitud

10°28'08.9"N Longitud 73°14'19.1 Latitud 10° 4’ 4>’ Longitud 73° 10* 9’

6.2 Fases Experimentales

6.2.1 Metodologia del objetivo especifico 1: Analizar la capacidad antagonista in

vitro de Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa frente al hongo Pyricularia oryzae.

6.2.1.1Recuperacion e Identificacion de Microorganismos.

Las cepas de los microorganismos Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa se
encontraban conservadas en el cepario del laboratorio de microbiologia de anélisis
farmacéuticos SAF SAS en presentacion Kwik stik, que es un método que permite adquirir y
conservar microorganismos genéticamente estables ; por lo que solo se procedi6 a sembrar los
microorganismos en medios de cultivos selectivos para su recuperacion; P.aeruginosa fue
sembrado en agar Cetrimide y B. subtilis fue sembrado en agar Plate count y R2A

simultdneamente; ambos microorganismos fueron incubados a 32°C durante 24 horas.

Pasadas las 24 horas de incubacion, se les realiz6 una tincion de Gram y

posteriormente una identificacién macroscopica y microscopica de ambas cepas.

La cepa del hongo Pyricularia oryzae fue suministrada por la Federacion Nacional de
arroceros Fedearroz, en donde ya habia sido sometida a pruebas de serologia; por lo que solo
se sembrd nuevamente en agar Sabouraud y agar PDA, y se les hizo una tincién con azul de

lactofenol para confirmar sus caracteristicas morfoldgicas.

6.2.1.2 Prueba de antagonismo in vitro
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Para evaluar el efecto antagdnico de las bacterias frente al hongo P. oryzae se utiliz6 un
disefio completamente aleatorizado, en cajas de Petri de 90mm de didmetro, formando un
tridngulo equildtero (Figura 2) en donde en la mitad se sembré el hongo P. oryzae y con las
bacterias P. aeruginosa y B. subtilis se formé el tridngulo, de este modo se ensayaron cuatro
tratamientos (1. Interaccion Bacillus subtilis x Pyricularia oryzae, 2. Pseudomona aeruginosa
x Pyricularia oryzae, 3. Bacillus subtilis x Pseudomona aeruginosa x Pyricularia oryzae y
4.Control (Pyricularia oryzae)), replicados 3 veces cada uno con el fin de determinar qué
tratamiento resulta mejor, si se potencia o disminuye su efecto contra Pyricularia oryzae. Se
midié con una regla graduada el crecimiento radial de las colonias del agente causal en

interaccion con el antagonista y del control a partir de las 24 h.

Pyvicularia oryzae ‘

Bacillws subsiliv/ Purndomonay serwginea '

Hlustracion 3: Disefio para la prueba de antagonismo de cepas Pseudomonas
v Bacillus frente al hongo Pyricularia oryzae
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llustracion 4:Prueba de antagonismo

6.2.2 Metodologia del objetivo especifico 2: Determinar el efecto biocontrolador y
promotor de crecimiento vegetal de Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa en plantulas

de arroz inoculadas con Pyricularia oryzae bajo condiciones de invernadero.

6.2.2.1Siembra de las Plantas de Arroz

En una casa malla adecuada con las condiciones de humedad y temperatura que
requieren las plantas de arroz, se sembraron las semillas, una vez ya germinadas fueron
separadas cada una en bolsas independientes, y a todas se les suministré la misma cantidad de
abono, semanalmente se les agregaba la misma cantidad de un fertilizante rico en fosforo y
potasio potencializado con algas marinas Ascophyllum nodosum y sargassum sp , conocido
comercialmente como (R-llenitos) ; y a diario la misma cantidad de agua para que todas las

plantas tuvieran las mismas condiciones de crecimiento.

llustracion 5: Germinacion de las semillas de arroz
en casa malla

6.2.2.2 Inoculacion del Hongo Pyricularia oryzae a las Plantas de Arroz.

La inoculacion del hongo Pyricularia oryzae se hizo cuando las semillas germinaron
y las plantas se encontraban en condicion de pldntula, es decir, a los 70 dias después de su
siembra, que es cuando las plantas se encuentran més susceptibles, se sembré el hongo en caldo
Sabouraud y se hicieron diluciones seriadas hasta 10 con una concentracién de 2x10° esporas

/ml y esta tltima dilucion se esparcié con un atomizador previamente estéril sobre 4 grupos de
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5 plantas, dejando un grupo sin inocular para usarlo como control negativo y comparar el dafio

causado por el hongo.

llustracion 6: Aplicacion del hongo a las plantas a una concentracion del hongo:2x10—9

esporas

6.2.2.3 |Identificacion de los Dafios Producidos por Pyricularia oryzae a las Plantas

de Arroz

Una vez infectadas las planta se empezaron a monitorear ssmanalmente ,con el fin de
identificar los sintomas caracteristicos causados por el hongo, que normalmente suelen
manifestarse como manchas o lesiones en las hojas, con forma alargada y color un color
marrén, a medida que va avanzando la infeccidn, a colores grisaceos y bordes de color marrén,
estas lesiones se encontraban presentes en los 4 grupos de plantas de arroz que fueron

infectados; lo que quiere decir es que la inoculacién del hongo a las plantas fue efectivo.
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llustracion 7:Daiios causados a las plantas de arroz por el hongo P. oryzae

6.2.2.4 Aplicacion de los Tratamientos

Para aplicar los tratamientos se tomaron las bacterias Bacillus subtilis y Pseudomonas
aeruginosa en Caldo Soja Tripticaseina (TSB) a una concentraciéon 10~® de y se le aplicaron
con un atomizador previamente estéril a los 3 grupos de plantas que iban a ser tratados, estos

tratamientos se definieron de la siguiente manera:

Tabla 1
Numero de tratamientos
Tratamiento 1 Plantas sin inocular
Tratamiento 2 Plantas + Pyricularia
Tratamiento 3 Plantas + Pyricularia + Bacillus
Tratamiento 4 Plantas + Pyricularia + Pseudomonas
Tratamiento 5 Plantas  + Pyricularia + Bacillus +
Pseudomonas
Tratamiento 6 Plantas + Bacillus
Tratamiento 7 Plantas + Pseudomonas
Tratamiento 8 Plantas + Bacillus + Pseudomonas

Nota. Fuente Bolafio y Gbémez (2023)
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Hustracion 8:Dilucion de las bacterias P. aeruginosa y B. subtilis en caldo TSB

A las primeras 5 plantas se le suministr6 un tratamiento solo de Bacillus subtilis, al
segundo grupo se le aplico el tratamiento con solo Pseudomonas aeruginosa, y al tercer grupo

se le suministré un tratamiento que combina ambos géneros de bacterias.

llustracion 9:Aplicacion de los tratamientos de bacterias a las plantas.
6.2.2.5 Diseiio Experimental
Se realiz6 la aplicacion de 3 tratamientos en grupos de 5 plantas mds un control de

plantas sin inoculacién del hongo que fue tomado como control negativo y un grupo de plantas

al que solo se aplic6 el hongo, es decir sin ningin tipo de tratamiento como control positivo
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llustracion 10:Grupo de plantas de arroz con tratamientos y controles positivos y negativos

6.2.2.6 Variables de Rendimiento Evaluadas.

Las variables para analizadas fueron: inhibicién del crecimiento de Pyricularia

oryzae, longitud de raices, largo de los tallos, peso fresco y peso seco.

6.2.2.7 Diseiio Experimental y analisis estadistico

Se realiz6 la aplicacion de 3 tratamientos en grupos de 5 plantas mds un control de
plantas sin inoculacién del hongo que fue tomado como control negativo y un grupo de plantas
al que solo se aplicé el hongo, es decir, sin ningtn tipo de tratamiento como control positivo.
Las variables fueron sometidas a un andlisis de varianza (ANOVA), usando el programa
estadistico R studio (2017), version 3.6.1 a través de un Diseiio Completamente al Azar (DCA)
con 3 tratamientos cada uno con 3 réplicas. Las diferencias significativas entre tratamientos
fueron comparadas mediante la prueba de Duncan, con un nivel de significancia del 5%

(p<0.05).

7 Resultados

7.1 Identificacion de Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa

Macroscopicamente B. subtilis se observd como colonias circulares planas;
amarillentas o anaranjadas y mucosas; microscOopicamente se observaron bacilos Gram
positivos; mientras que Pseudomonas aeruginosa se observé macroscopicamente como
colonias circulares, planas y mucosas de color amarillo o verdoso, y microscopicamente como

bacilos Gram negativos.
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Hlustracion 11: Morfologia macroscdpica y microscopica de Bacillus subtilis

7.1.1  Identificacion de Pyricularia oryzae

MacroscOpicamente se presentaron colonias lanosas o algodonosas de color verde
oscuro o marrén con bordes blancos; y microscépicamente se presentaron conidiéforos simples,

que llevan conidios hialinos, piriformes a aclavelados, con septos.

I —

Hlustracion 13: Morfologia macroscopica y microscopica de Pyricularia oryzae

7.2 Competencia in vitro Entre Microorganismos
Para calcular el porcentaje de inhibicion en las cajas de Petri se empled la siguiente
formula:

Inhibicién (%) = DCC - DTC /DTC X100 Donde:

DCC: Diametro de la colonia control.
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DCT: Diametro de la colonia tratada.

llustracion 14:competencia entre microorganismos en comparacion con el control positivo

Bacillus subtilis presentd un porcentaje de inhibicién aproximado del 75% contra el
hongo Pyricularia oryzae, es decir. que en las cajas Petri en donde fueron sembradas P. oryzae
y B. subtilis era mas notorio el crecimiento de Bacillus, donde se observa una disminucion del
crecimiento micelial del hongo por debajo de 40 mm si es comparado con el control negativo
(sin Bacillus). Fueron sembradas 3 cajas Petri con Bacillus x Pyricularia y en las 3 cajas se
observo inhibicion del crecimiento del hongo, mientras que Pseudomonas aeruginosa presento
un porcentaje de inhibicién aproximado del 27% contra el hongo Pyricularia oryzae, es decir
que en las cajas Petri donde fueron sembradas P. oryzae x B. subtilis el crecimiento de la
bacteria no fue tan notorio y no se mostré una inhibicién considerable del hongo.

En este caso, el ANOVA se utilizara para evaluar si las diferencias observadas entre

los tratamientos son estadisticamente significativas.

La hipétesis nula (HO) en el ANOVA es que no hay diferencias significativas entre
los tratamientos, y la hipdtesis alternativa (H1) es que al menos un tratamiento es diferente de

los demas.

Los datos se ven de la siguiente manera:

Tabla 2 Porcentajes de inhibicion de los tratamientos utilizados
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Tratamientos Cajal Caja 2 Caja 3
Bacillus 75% 73% 77%
subtilis
Pseudomon 21% 32% 28%

as aeruginosa

subtilis

80% 78% 73%
Bacillus

Pseudomonas
aeruginosa

Nota. Fuente Bolao y Gémez (2023)

1. Primero, calculamos el promedio y la desviacion estdndar de cada tratamiento:
Promedio de B. subtilis = (75% + 73% + 77%) / 3 = 75%

Promedio de P. aeruginosa = (21% + 32% + 28%) / 3 = 27%

Promedio de B. subtilis x P. aeruginosa = (80% + 78% + 73%) /3 =T77%

Desviacion estandar de B. subtilis = 2.65%
Desviacion estdndar de P. aeruginosa = 5.66%

Desviacion  estindar de B. subtilis x P. aeruginosa = 3.61%

2. Calculamos la suma de cuadrados entre los grupos (SSG) y la suma de cuadrados

dentro de los grupos (SSE):

SSG=[(B* (75% - T5%)%) + (3 * (27% - 27%) ) + 3 * (77% - T7%) 2)] =0

SSE=[(2.65%2* (3-1) *3)+(5.66%2* (3-1) *3)+ (3.61%%* (3-1) *3)] =0.0885

3. Calculamos la estadistica de prueba F:

F = (SSG / 2/ (SSE / 3 * 3 - 3) = 0 / 0085 = 0
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4. Ahora, calculamos el valor p utilizando la distribucién F con 2 y 6 grados de
libertad:
Valorp~=P (F<0)=1

Dado que el valor p es igual o mayor que 0.05 (un nivel de significancia cominmente
utilizado), no podemos rechazar la hipétesis nula. Esto sugiere que no hay diferencias

significativas entre los tratamientos.

En resumen, segtn el andlisis de varianza (ANOV A), no hay diferencias significativas
estadisticamente entre los tratamientos de Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa y la
combinacién de ambos en las tres cajas Petri evaluadas.

Sin embargo, en la caja 3, el tratamiento combinado es ligeramente menos efectivo
que B. subtilis solo, pero atn es mejor que P. aeruginosa por si solo. La inhibicién promedio
del 77% en todas las cajas sugiere que el tratamiento con P. oryzae no parece potenciar ni

disminuir significativamente los dos tratamientos anteriores en estas condiciones especificas.

7.3 Competencia en Invernadero Entre Microorganismos

Al igual que en la prueba in vitro, en esta prueba de invernadero se demostré que
Bacillus subtilis tiene una mayor capacidad inhibitoria frente al hongo Pyricularia oryzae en
comparacion con Pseudomonas aeruginosa , ya que a partir de las 3 semanas de haber
esparcido el tratamiento de las bacterias, el grupo de plantas que mostraba menos manchas
amarillentas y cafés fueron las plantas tratadas con Bacillus subtilis, el grupo de este tratamiento
estaba conformado por 10 plantas de las cuales entre 5-6 presentaban pocas hojas amarillas con
tonos grisaceos, tallos amarillentos y secos ; mientras que las plantas que fueron tratadas con
la solucién que combinaba Pseudomonas aeruginosa todas las plantas presentaban lesiones en
tallos y hojas y el grupo de plantas que combinaba Bacillus y Pseudomonas tuvo un
comportamiento similar al grupo que fue tratado solo con Bacillus .

Se not6 también que aquellas plantas que fueron tratadas con la solucién que contenia
Bacillus y la mezcla entre Bacillus y Pseudomonas mostraba mayor crecimiento de sus
plantulas en comparacién con aquellas plantas que solo se trataron con Pseudomonas y con el

grupo de plantas que se us6 como control negativo y control positivo, asi que se podria concluir
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que Bacillus subtilis ademds de tener capacidad inhibitoria contra el hongo Pyricularia oryzae

es también un promotor de crecimiento en las plantas de arroz

Tabla 3 Comportamiento de los tratamientos y controles en casa malla

Tratamiento 1

Bacillus subtilis En este grupo cada bolsa contiene
10 plantas de las cuales entre 5-6 presentan
hojas amarillas con tonos grisiceos, tallos
amarillentos y secos
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En este grupo cada bolsa contiene
10 plantas de las cuales entre 7-8 presentan
Pseudomonas aeruginosa una coloracién amarillenta anaranjada con
S EITTA A " | las puntas color marrén y blanco, manchas en

las hojas de color marrén.

Tratamiento 2
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Tratamiento 3
Bacillus subtilis. + Pseudomonas

aeruginosa.

En este grupo cada bolsa contiene
10 plantas de las cuales entre 5-6 presenta
hojas secas color verde amarillento su tallo es
delgado color gris.

Control positivo

En este grupo cada bolsa contiene

10 plantas de las cuales entre 8-9 presenta
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tallos color marrén y sus hojas son de un
verde claro.

Control Negativo

En este grupo cada bolsa contiene
10 plantas de las cuales entre 9-10 presenta
una coloracién marrén en sus tallos y verde
con algo anaranjado en sus hojas, con
manchas de un color gris en el centro con un
borde marrén rojizo.
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Nota. Fuente Bolafio y Gémez (2023)

Tabla

Crecimiento de las plantas por tratamiento

Tratamientos Bolsa 1 Bolsa 2 Bolsa 3 Bolsa 4 Bolsa 5
Pseudo 7 20 23
monas aeruginosa 20 24 ) 21
18
2020
25
2220 20
2021 21 2121 2622 19
21
21 2122 19 18
88 %0
2318 2319 2120 19
1820 1921 1921 17
18
18 17
20 21




41

Bacillus
subtilis 19 19
2321 20 19 17 2320 10
18 20 2022 2518 18
19 17 89 22 20
10 17
2120

19 17 21

18 13
2221 2121 16

78
2118 19 20 13

25
17 20 15

21
16

Bacillus

subtilis X 23
Pseudomonas 13
aeruginosa 24 18 2025 2522 24 19 25
1220 19 22 2320 2121 21
2123 2323 2125 2221 22
2318 19 23 2223 16 18 21
20 21 24 17 23
18 21 22 18 20
18

19
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Control
Positivo 24
22
2322 25125 2423 2221 21
2321 2523 19 18 2119 22
2019 2322 2122 18 20 22
19 23 2021 2220 2021 19
24 21 20 19 18
18 22 22 18 20
20
20
Control 20 22 23 22 23 negativo 20 21 22 21 22
20 20 21 20 2019 20 21 20 2119 19 20 19
1918 19 19 18 1718 20 18 18 1921 20 22 17
2222 18 21 21 20
19 21 18 22 21

Nota. Fuente Bolafio y Gomez (2023)
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8 Discusion de Resultados

En las tablas 1 y 2 se muestran los resultados de los ensayos tratados en los que se
evidencian efectos positivos, ya que se demuestran que Bacillus subtilis tiene un efecto
biocontrolador del 75% frente a Pseudomonas aeruginosa contra el hongo Pyricularia oryzae,
estos resultados eran los esperados ya que segtiin X,Wang y otros autores afirman que una gran
diversidad de especies del género Bacillus han demostrado tener actividad antagdénica contra
diversos microorganismos fitopatégenos de cultivos agricolas, tales como maiz, arroz, frutales,
entre otros Wang et al.,2014; Li et al.,2015 .Sin embargo a pesar de que el autor Hofte M afirma
que La efectividad de cepas de Pseudomonas poseen actividad antagonista, frente a
fitopatogenos que afectan a cultivos de importancia econdmica en este caso no se observo una
actividad antagénica representativa para considerar a este microorganismo como
biocontrolador (Hofte,M 2010) , es por esto que Herndndez-Rodriguez A y otros autores
afirman que este género bacteriano constituye un excelente ejemplo de la combinacion de
multiples mecanismos a través de los cuales ejerce un efectivo control biolégico, incluyendo el
antagonismo directo y la induccion de resistencia en la planta sin embargo, Pseudomonas no
tiene la capacidad de producir esporas de resistencia, lo que limita su formulacién para uso

comercial (Herndndez a.,et al.2014)

Sin embargo, Pseudomonas aeruginosa no logré el efecto esperado de inhibir el
crecimiento del hongo Pyricularia oryzae, se ha demostrado su capacidad como promotor de
crecimiento en el contexto de la interaccion planta-microorganismo. Los autores Lugtemberg,
Teale y Spaepen han afirmado que el género Pseudomonas es un productor de una fitohormona
conocida como 4cido indolacético (AIA), la cual desempefia un papel fundamental en la
regulacién de diversos procesos fisioldgicos, incluyendo la division celular y la diferenciacién

de tejidos en las plantas.

Esta hormona, el AIA, ejerce una influencia significativa en el alargamiento de las
raices, asi como en el desarrollo de raices secundarias y pelos radiculares. Estas caracteristicas,
a su vez, contribuyen al mejor anclaje de las plantas en el suelo y a una mayor eficiencia en la
absorcion de nutrientes y agua. Este aumento en la capacidad de supervivencia de las plantas
es crucial para su desarrollo y crecimiento 6ptimos (Lugtemberg et al., 2002; Teale, 2006;

Spaepen et al., 2007).
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Estos hallazgos respaldan la importancia de la interaccién entre Pseudomonas
aeruginosa y las plantas, subrayando cémo la produccién de AIA por parte de este
microorganismo puede tener un impacto positivo en el bienestar y la salud de las plantas al

mejorar su capacidad para adaptarse y prosperar en su entorno.
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6.4. Resultados de la Investigacion/Producto Esperado y Potenciales Beneficiarios

Con este estudio se esperaba evidenciar el efecto antagonista que Pseudomonas
aeruginosa y Bacillus subtilis ejercen sobre Pyricularia oryzae teniendo en cuenta que estos
géneros de bacterias en diversas investigaciones hablan sobre la produccién de metabolitos
antimicrobianos generados por Pseudomonas aeruginosa ocasionando mecanismos para el
biocontrol de hongos fitopatégenos, lo cual da lugar a la evaluacién de cepas antagonistas de
hongos fitopatégenos, debido a que las cepas de Pseudomonas aeruginosa inhiben el
crecimiento micelial del hongo entre el 60 y 90 % indicando que excretan sideréforos y
metabolitos antifiingicos, es por esto que se podria observar una disminucion significativa en
el crecimiento micelial del hongo.

Ademas, con Bacillus subtilis también se espera obtener resultados satisfactorios, ya
que este género es conocido por producir distintos tipos de metabolitos, algunos poseen
actividad antifiingica como es el caso de micobacilinas, iturinas, bacilomicinas, micosubtilinas
con efecto antiftingico, lo que podria explicar el hecho de algunos de los aislados bacterianos;
en este orden de ideas, se espera demostrar la capacidad biocontroladora de Bacillus subtilis y
Pseudomonas aeruginosa frente a Pyricularia oryzae agente causal de la Piriculariosis o
quemazon de las plantas de arroz

Fueron obtenidos los resultados esperados, pues se logré demostrar el efecto
antagonista de estos microorganismos frente a este tipo de hongo patégeno como lo es
Pyricularia oryzae, que representa una amenaza para los cultivos de arroz que son de gran
importancia econémica; se espera que los futuros beneficiarios de esta investigacion sean los
agricultores del departamento del Cesar, que en un futuro tengan conocimiento de este tipo de

investigaciones y sean capacitados para hacer uso de ellas.

9 Recomendaciones

Basandose en los resultados obtenidos y en la literatura cientifica relevante, se
presentan las siguientes recomendaciones para fortalecer y mejorar la efectividad de los
tratamientos de biocontrol y promocién de crecimiento en plantas de arroz frente al hongo
Pyricularia oryzae:

* Optimizacion de la Aplicaciéon de Tratamientos: Dada la mayor capacidad
inhibitoria observada en Bacillus subtilis, se sugiere priorizar este microorganismo en la

formulaciéon de tratamientos biocontroladores. Ademds, se recomienda investigar la
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posibilidad de ajustar las concentraciones y frecuencias de aplicacién para maximizar la
inhibicién del hongo, teniendo en cuenta las condiciones especificas del cultivo y del
invernadero.

* Exploracion de Coadyuvantes: Considerando la efectividad de Bacillus
subtilis como promotor de crecimiento, se sugiere investigar la inclusién de coadyuvantes
naturales que potencien su accién en la promocién de desarrollo vegetal. La utilizacion de
sustancias como hormonas vegetales y compuestos orgdnicos puede mejorar ain mads el

crecimiento y vigor de las plantulas de arroz.

* Estudios de Interacciéon Microbiana: Dado que la competencia entre Bacillus
subtilis y Pseudomonas aeruginosa demostrd resultados prometedores, se recomienda
profundizar en la investigacion de las interacciones entre estos microorganismos y su efecto
conjunto en el control biologico de Pyricularia oryzae. Se podrian explorar las posibles
sinergias o antagonismos que puedan surgir al combinar estos dos agentes de control.

* Evaluacion en Campo: Para validar la efectividad de los tratamientos en
condiciones de campo, se sugiere realizar ensayos a gran escala en cultivos de arroz reales.
Estos ensayos permitirdn evaluar como se comportan los tratamientos en condiciones mas
cercanas a las situaciones de cultivo reales y cémo afectan a la produccién de arroz y la

calidad de los granos.

* Capacitacion y Transferencia de Conocimientos: Es fundamental brindar
capacitacion a los agricultores sobre la aplicacion correcta de los tratamientos y su
importancia para el manejo sostenible de enfermedades en cultivos. Se recomienda
establecer programas de extension agricola para difundir los resultados de esta

investigacion y promover la adopcidn de précticas de biocontrol en la comunidad agricola.

* Monitorizacion Continua: Una vez implementados los tratamientos en campo,
se sugiere llevar a cabo un monitoreo regular y sistematico de las parcelas tratadas para
evaluar su eficacia a lo largo del ciclo de cultivo. Esto permitird ajustar las estrategias en
caso de ser necesario y brindard informacién valiosa para futuros estudios y mejoras en el
manejo fitosanitario.

En conclusién, la combinacion de Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa como
agentes de control bioldgico y promotores de crecimiento en el manejo de Pyricularia oryzae
ofrece un enfoque prometedor para mejorar la salud de los cultivos de arroz. La implementacion
de estas recomendaciones puede contribuir significativamente a la mitigacion de los efectos de
la piriculariosis y a la promocién de practicas agricolas mds sostenibles y respetuosas con el

medio ambiente.
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10 Conclusiones

Esta investigacion exhaustiva y prometedora ha explorado el uso de bacterias como
Pseudomonas aeruginosa y el género Bacillus como agentes de control biolégico para enfrentar
los desafios de las enfermedades fingicas en los cultivos de arroz, especialmente la
Piriculariosis causada por el hongo fitopatégeno Pyricularia oryzae. Los resultados respaldan
la capacidad de estas bacterias para ejercer un efecto antagonista sobre el hongo, abriendo
oportunidades de control ambientalmente sostenible y efectivo en la preservacién de la
seguridad alimentaria y el equilibrio ecolégico.

La relevancia de esta investigacion trasciende los limites del departamento del Cesar,
Colombia, y podria tener un impacto en regiones agricolas que enfrentan desafios similares en
todo el mundo. La aplicacion de estas soluciones biocontroladoras podria significar un paso
importante hacia pricticas agricolas mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente,
reduciendo la dependencia de fungicidas y minimizando las pérdidas econdmicas asociadas a
las enfermedades flingicas en los cultivos de arroz.

Los hallazgos de esta investigacion no solo contribuyen al conocimiento cientifico de
los mecanismos de control bioldgico en los cultivos de arroz, sino que también ofrecen una
alternativa esperanzadora a los enfoques convencionales basados en fungicidas. La
implementacion de los tratamientos propuestos podria no solo reducir las pérdidas econdmicas
y mejorar los rendimientos, sino también impactar positivamente la calidad de vida de los
agricultores y la seguridad alimentaria local.

Esta investigacion abre la puerta a futuras exploraciones y aplicaciones practicas en
la lucha contra las enfermedades fungicas en los cultivos de arroz y otros cultivos agricolas.
Continuar esta linea de investigacién podria resultar en soluciones atn mds efectivas y
sostenibles para enfrentar los desafios fitopatoldgicos en un mundo en constante evolucion.

En resumen, este estudio representa un paso significativo hacia la proteccién y
promocion de la salud de los cultivos de arroz, ademds de contribuir al avance cientifico en la
fitopatologia y el control biolégico. A medida que trabajamos juntos para enfrentar los desafios
agricolas del siglo XXI, estas investigaciones nos orientan hacia pricticas agricolas mas
resilientes, sostenibles y alineadas con la conservacién del medio ambiente y la seguridad

alimentaria global.
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Anexo 1: Carta de solicitud presentada a la Sefiora Olga Higuereda para realizar la
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Anexo 2: Preparacion de los tratamientos.
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Anexo 3: Medios de cultivo utilizados

Anexo 4: Recuperacion del hongo en semillas de arroz



Anexo 5:Diluciones de los tratamientos
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