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Resumen

Rhizoctonia solani Kiithn es un hongo fitopatégeno que ataca cultivos de arroz provocando
disminucién en el rendimiento de sus cosechas. Este trabajo evalud el comportamiento de un
consorcio bacteriano denominado “Lp” como agente biocontrolador del hongo fitopatdégeno.
Se determino el efecto antiflingico de Lp frente a R. solani en cultivos duales in vitro;
obteniéndose un 62 £ 1% de inhibicion de crecimiento del hongo en medio Agar Papa
Dextrosa y 58,0 = 0,5% en agar nutritivo. El efecto antagonico estuvo relacionado a una
actividad proteolitica extracelular presentes en sobrenadantes libres de células obtenidos de
Lp, lo cual se determind por zimografia. En pruebas de germinacion en condiciones de
laboratorio, la aplicacion de Lp estimuld el crecimiento de plantulas de arroz. Estudios de
campo preliminares indican un incremento de 44% en la produccion de grano de arroz en
cultivos tratados con Lp. Estos resultados demuestran que este consorcio bacteriano puede ser
empleado como agente biocontrolador del hongo fitopatogeno R. solani Kiihn.

Palabras clave: bacterias antifiingicas, hongos fitopatogenos, control biologico, Oriza sativa L.

Abstract

R. solani is a fungal phytopathogen that attacks rice, generating low yields in its crops. This
study evaluated the behavior of a bacterial consortium (Lp) as a bio controller agent against
the phytopathogen fungus. The antagonist effect, using in vitro Lp/R. solani dual cultures
preparated in potato dextrose agar and nutritive broth media, reached inhibitory levels of 62,0
+ 1% and 58,0 £ 0,5% respectively as compared with the growth of the fungus in absence of
Lp. Besides, Lp grew in a minimal mineral medium supplemented with R. solani as the sole
carbon source. The antagonist effect was related to an extracellular proteolytic activity
present in the cell free supernatants obtained from Lp, which was determined by
zymography. In germination experiments, previous incubations of rice seeds during 12 h with
Lp, increased the size of plantlets and roots compared to the non treated seeds. By Lp
treatment of a rice paddy, at Calabozo, Venezuela, an increase of 44% (equivalent 867kg/ha)
was obtained respect to a control rice field (without any treatment). The data indicated Lp
consortium could be used as a biocontroller agent against R. solani in rice cultivation.
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1. Introduccion.

Las enfermedades en plantas producidas
por microorganismos fitopatdégenos tales
como bacterias, protozoos, nematodos y
hongos, ocasionan pérdidas en la
produccion agricola, lo cual provoca un
bajo rendimiento econdémico para el
productor. Entre los fitopatogenos, los
hongos Rhizoctonia solani Kiihn y
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary,
constituyen grupos que atacan a los
cultivos de arroz y maiz (Abreu et al.,
1993; Vega y Fernandez 2001). En
Venezuela, Edo. Guarico, especificamente
en Calabozo, R. solani es el segundo
patogeno  fingico mas  importante,
afectando un 20% la produccion agricola
de arroz. Este fitopatdgeno origina diversas
enfermedades, entre las que se encuentra,
el afiublo de la vaina, lo que ocasiona
considerables pérdidas por los costos
econdmicos que implica el control del
fitopatogeno, y rendimiento de la cosecha.
Una de las alternativas empleadas para
minimizar y controlar la propagacion del
R. solani 'y aumentar la produccioén del
cultivo es la aplicacion de agroquimicos;
principalmente fungicidas y fertilizantes,
esparciéndose grandes cantidades de éstos
por sistema de riego aéreo o terrestres
sobre los cultivos afectados. Aln cuando
estos agroquimicos se caracterizan por ser
eficaces en el control de hongos y plagas,
generan problemas ambientales debido a
los elementos altamente toxicos que los
conforman y que al mismo tiempo son
persistentes para su biodegradacion por
microorganismos del suelo (Alvarez 1997;
Kasempour 2004). La disminucién de estos
impactos ambientales se logra empleando
sistemas de control alternativos; ejemplo
de ello es el uso de microorganismos como
agentes biocontroladores de fitopatogenos,
los cuales, actian desplazando los agentes

infecciosos de forma natural (control
biologico) y fortalecen a la especie vegetal
atacada. La ventaja de emplear productos
bioldgicos radica en que éstos usualmente
no ejercen efectos nocivos al hombre y
ambiente (Tarik et al., 2005; Kloepper et
al., 1999). Ademas, representan una
alternativa econémica en el control y
disminucién de fitopatogenos (Montesinos
et al., 2002; Nandakumar et al., 2002). En
este sentido, se plantea evaluar el efecto de
un consorcio bacteriano sobre R. solani en
cultivos de arroz in vitro y su posible uso
como controlador bioldgico del hongo

2. Materiales y métodos

2.1 Material biologico.

El hongo fitopatogeno R. solani y el
consorcio bacteriano denominado Lp, éste
ultimo constituido por Acinetobacter
iwoffi, Enterobacter aerogenes,
Pseudomonas alcaligenes y Bacillus spp;
fueron suministrados por el Centro de
Investigaciones Microbiologicas Aplicadas
de la Universidad de Carabobo (CIMA-
UC). Las semillas de arroz, variedad
Cimarrén, fueron suministradas por
agricultores de Calabozo, Estado Guadrico,
Venezuela.

2.2 Crecimiento de Lp en caldo nutritivo.
El consorcio bacteriano Lp se cultivd en
Erlenmeyers con caldo nutritivo (CN)
esterilizado a 121°C y a 1,21 Psi. Las
incubaciones se efectuaron a temperatura
ambiente y en condiciones aerobicas
durante un periodo de 24-48h. La turbidez
en el medio evidencio el crecimiento de los
microorganismos. Alicuotas de estos
cultivos a densidades cercanas a 10’
UFC/mL se emplearon para los andlisis
subsiguientes.

2.3 Crecimiento de R. solani.

Un esclerocio de R. solani se cultivo en
placas Petri con agar Papa Dextrosa (PDA)
suplementado con amoxiciclina 500mg/mL

©The Author(s) 2015. This article is published with open access by Sociedad Latinoamericana de Biotecnologia

Ambiental y Algal

20



Revista Latinoamericana de Biotecnologia Ambiental y Algal

Vol. 6 No. 1 p. 19-30

de concentracion final. Las placas se
incubaron a temperatura ambiente durante
siete dias en oscuridad; tiempo en el cual
se desarrollaron nuevos esclerocios, los
cuales fueron utilizados para ensayos
posteriores. En medio liquido, un
esclerocio se cultivo durante cinco dias con
agitacion constante (80rpm) en un agitador
orbital Forma Scientific, en un Matraz
Erlenmeyer con CN a pH 7,0, esterilizado
a 121°C y 1,2 Psi, suplementado con
amoxiciclina. Los esclerocios con micelios
desarrollados fueron empleados para los
analisis enzimaticos.

2.4 Ensayos in vitro de Lp frente al hongo
R. solani.

Para evidenciar los posibles efectos de Lp
sobre R. solani se procedido a establecer
cultivos duales en medios soélidos y
liquidos:

2.4.1.- Cultivo dual en medio sdlido
(CDS): en el centro de una placa Petri con
agar nutritivo (AN) o con PDA, se colocod
un esclerocio de R. solani previamente
obtenido de los cultivos anteriormente
descritos. Posteriormente, con un asa de
platino impregnada con Lp se trazd una
linea circular de 3cm de didmetro
alrededor del esclerocio. Las placas se
incubaron durante tres dias a temperatura
ambiente y en oscuridad, realizandose una
inspeccion  diaria para observar el
crecimiento de ambos organismos. El
crecimiento del fitopatdgeno se comparo
con un sistema control en el cual
unicamente el hongo fue sembrado. El
porcentaje de inhibicion del hongo se
calculdé de acuerdo a la siguiente férmula
(Tarik et al., 2010; Meza et al., 2007,
Vesperman et al., 2007)

% inh: [1- (A /B)] x 100

Donde A= Diametro del halo de
crecimiento del hongo enfrentado a Lp
(cm)

B= Diametro del halo de crecimiento del
hongo sin enfrentar a Lp (cm).

Ademas, un sistema control para Lp
también fue implementado. Los tres
sistemas fueron crecidos a las mismas
condiciones del bioensayo y por triplicado.
2.4.2.- Cultivo dual en medio liquido
(CDL): estos ensayos realizados en
matraces Erlenmeyer, por triplicado,
contenian 300mL de CN previamente
esterilizados a 121°C, 2mL de inéculo Lp
y un esclerocio del fitopatdgeno en cada
sistema. Posteriormente, se incubd a
temperatura ambiente y en agitacion
constante (80rpm) en un agitador orbital
por siete dias. Para verificar el efecto
biocontrolador de Lp sobre R. solani, se
monitorearon  tres  propiedades: el
crecimiento de Lp, el crecimiento de R.
solani 'y la inhibicion de hongo por Lp.
Los  disefios  experimentales  para
determinar dichos parametros se describen
a continuacion (Krishnan et al., 2007;
Reinoso et al., 2006):

A.- Curva de crecimiento Lp: diariamente
y hasta por siete dias se retir6 1mL del
CDL midiéndose la absorbancia a 540nm
en un espectrofotometro (Spectronic
Genesys II). Como sistema control, se hizo
crecer el consorcio bacteriano en ausencia
del hongo fitopatdogeno a las mismas
condiciones. Con estos datos se elabord un
grafico relacionando la absorbancia con el
tiempo de cultivo.

B.- Crecimiento de R. solani: alicuotas de
ImL de CDL se sembraron por extension
en placas Petri con AN y PDA
suplementados con amoxiciclina 500mg/L.
La placas se incubaron en oscuridad, a
temperatura ambiente en condiciones
aerobicas durante siete dias. La aparicion
de micelios indicé el crecimiento del
hongo. Como sistema control, se crecid el
hongo en AN y en PDA en ausencia del
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consorcio bacteriano a las mismas
condiciones.

C.- Inhibicion del crecimiento de R.
solani por Lp: la toxicidad del
sobrenadante libre de células de Lp sobre
el hongo, se determind de acuerdo al
siguiente disefio experimental: volumenes
de 5mL del cultivo de Lp previamente
crecidos, se centrifugaron a 10.000xg
(centrifuga Thermo) y el sobrenadante
obtenido se esterilizé por filtracion con una
membrana millipore de 0,45 pum. Este
sobrenadante libre de células se transfiri6 a
un tubo de ensayo estéril. Seguidamente,
un esclerocio del R. solani previamente
lavado con solucién salina estéril al 0,85%
m/v, se adiciond al tubo de ensayo y se
incubd a temperatura ambiente, en
condiciones aerdbicas durante tres dias. Un
sistema blanco, para evidenciar la
viabilidad del hongo, consistio en crecer
un esclerocio en CN incubandose a las
condiciones descritas.

2.4.3.- Crecimiento de Lp empleando R.
solani como unica fuente de carbono: en
un Erlenmeyer conteniendo 50mL de
MMM (NaH>POs4 0,2M; Na,HPO4 0,2M;
CuSO4 1% m/v; FeSO4 1% m/v; MgSO4
1% m/v; ZnSO4 1% m/v; NaCl 1% m/v;
NH4NO3 1% m/v; CaCO3 1% m/v) y R.
solani (precrecido por 5 dias como se
indicé anteriormente y luego de tres
lavados con agua estéril y finalmente con
MMM estéril), fue inoculado con ImL de
Lp (107 UFC/mL) a temperatura ambiente
y en agitacion constante. Luego de 72h de
incubacion, una alicuota (3mL) de éste
cultivo se transfirio a los siguientes medios
de cultivo:

Sistema 1 (S1): Matraz Erlenmeyer
conteniendo 100mL MMM con R. solani
como Unica fuente de carbono (esclerocio
con micelio desarrollado) esterilizado a
121°C y 1,2 Psi.

Sistema 2 (S2): 100mL de MMM
previamente autoclavado y posterior
adicion de R. solani  (esclerocio con
micelio desarrollado) no autoclavado como
unica fuente de carbono.

Ambos sistemas se incubaron a
temperatura ambiente y en agitacion
constante durante siete dias. El crecimiento
bacteriano se verifico midiendo
diariamente la absorbancia, tal como se
explica en la seccion 2A. Los ensayos se
realizaron por triplicado; y como sistema
blanco (para descartar posible
contaminacion bacteriana ambiental), se
utilizé un sistema similar incubado en las
mismas condiciones pero sin indculo
bacteriano (Saad 2006, Brunner et al.,
2005; Dufty et al., 2004).

2.4.4.- Deteccion de actividad proteolitica.
Para identificar las enzimas proteoliticas
extracelulares presentes en el medio de
cultivo, se utilizd los sobrenadantes libres
de células (centrifugado por 10min a
10.000 x g) proveniente de los sistemas
preparados en las secciones 2A y 3(S1,S2),
retirandose diariamente y hasta por siete
dias una alicuota de 1mL. Las muestras
fueron almacenadas en un congelador (-
20°C) para su posterior uso. La actividad
enzimatica se determind por zimografia
usando como sustrato gelatina 0,2% m/v
incluida en gel de poliacrilamida 10% m/v
con dodecilsulfato de sodio. La corrida
electroforética se llevo a cabo por 2,5h a
temperatura ambiente y 100V en un equipo
Bio Rad (Saad 2006; Amaiz 2003, De
Marco y Félix 2005).
2.4.5.-Pruebas  de
crecimiento.

Para evidenciar que el consorcio bacteriano
Lp (agente biocontrolador) podia
promover el crecimiento del arroz, se
realizd una prueba de germinacion y
crecimiento ajustadas a condiciones de
laboratorio. A tales efectos se colocaron

germinacion 'y
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sobre una bandeja de pléastico con
suficiente agua para su mantenimiento, 25
semillas de arroz previamente incubadas
(12h) con una suspensiéon de Lp (aprox.
107 UFC/mL) precrecido en CN por 48h.
Se cubri6 el sistema con una servilleta de
papel y se monitored la germinacion de los
granos de arroz y su crecimiento hasta el
estadio de plantula, lo cual ocurri6 a los 15
dias de tratamiento. Como sistema control,
en una bandeja aparte, se aplico el mismo
procedimiento sin tratar previamente las
semillas con Lp. Ambos ensayos se
incubaron a temperatura ambiente Yy
diariamente se observo el crecimiento. Los
criterios para evaluar el efecto del
tratamiento ~ fueron  porcentaje  de
germinacion, longitud de las plantulas y
raices. Para determinar la longitud de las
raices, éstas se estiraron y se midieron con
una regla.

3. Resultados y discusion

3.1 Cultivos duales en medio sdlidos y
liquidos.

En la figura 1 se ilustra la prueba de
antagonismo de Lp frente al hongo
fitopatdgeno en medio AN y PDA (CDS).
En el bioensayo con PDA, en presencia y
ausencia de Lp, los didmetros de
crecimiento del hongo fueron 2,40 + 0,2cm
y 6,0 £ 0,3 cm de didmetro respectivamente
(figura 1C y 1B); lo que represent6 un 62 +
1% de inhibicion del crecimiento del hongo,
comparado con el sistema control (figura
1B). La figura 1A muestra el crecimiento de
Lp en ausencia del hongo fitopatogeno,
ensayo que evaluo la viabilidad de Lp. De
igual manera se realizd un control negativo
(blanco) con agua destilada estéril donde no
se observo crecimiento. Un resultado
similar fue obtenido cuando se realizo el
bioensayo en AN; los diametros de
crecimiento del micelio del hongo en
presencia y ausencia de Lp fueron de 2,60 +

0,05 cm y 6,1 £ 0,Icm respectivamente
(figura 1F y 1E); indicando un 58,0 + 0,5%
de inhibicién del crecimiento comparado
con el sistema control.

Estos ensayos indican que el efecto
inhibitorio sobre el hongo fitopatdégeno es
elevado e independiente de la fuente de
nutrientes utilizada. Adicionalmente, puede
observarse que el hongo y las bacterias no
establecieron contacto fisico entre ellos, lo
que podrian implicar que el efecto
inhibitorio se establece por sustancias
excretadas con capacidad de difusion en el
medio de cultivo sdlido. Vesperman et al.,
mostraron resultados con un porcentaje de
inhibicién de 20% en cultivos duales con
Pseudomonas trivialis a las 48h de
incubacion y 30% de inhibicion del hongo
R. solani con Bacillus spp. utilizando
medios PDA. Igualmente, Reinoso et al.,
mostraron  resultados con 100% de
inhibicién del crecimiento del hongo R.
solani empleando cepas bacterianas del
mismo género.

El cultivo dual en medio liquido (CDL),
consisti6 en hacer crecer el hongo
fitopatégeno bajo condiciones in vitro en
presencia del consorcio bacteriano en CN.
En este caso, no hubo crecimiento del
hongo (no se desarrolld micelio), durante
los siete dias de incubacidén, por lo que se
asumi6 un 100% de inhibicion (resultado no
mostrado). Este comportamiento se puede
explicar al asumir que las bacterias se
duplican mas rapidamente que el hongo y
por lo tanto éstas consumen mas rapido las
fuentes de nutrientes disponibles en el
medio. En el sistema control (R. solani sin
Lp), el hongo fitopatogeno comenzod a
crecer lentamente a las 24h de incubacion y
a los cinco dias obtuvo su maximo
crecimiento  (esclerocio con  micelio
desarrollado). Lo cual demuestra la
viabilidad del hongo bajo las condiciones
experimentales.
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Figura 1. Cultivos duales en medio solido. Medio en PDA (superior) y medio en AN (inferior). A 'y D
corresponden a Lp solo. B 'y E corresponden a R. solani solo. C y F corresponden al cultivo dual de

ambos microorganismos (Lp + R).

Para ambos casos (CDS y CDL), Lp
mostré ser un buen antagonista contra R.
solani, puesto que el efecto fue claramente
evidenciado al obtenerse altos porcentajes
de inhibicion (62% y 58% para CDS;
100% para CDL). Es probable que este
comportamiento sea debido a la sintesis de
diversos metabolitos extracelulares con
accion antifungicas (fungistaticos,
fungicidas) que afectan el crecimiento del
fitopatdgeno. Guerrero et al., Ledn et al.,
Mojica et al., Barea et al., reportaron que
las bacterias del género Pseudomonas,
Bacillus, Enterobacter, Acinetobacter,
entre otras; pueden excretar metabolitos
tales como enzimas liticas, antibioticos
volatiles, ejerciendo efectos negativos que
debilitan hongos patégenos y los hacen
mas sensibles a los metabolitos solubles.
Adicionalmente, estas mismas cepas
pueden mostrar capacidades distintas para

inhibir el crecimiento de diferentes
microorganismos.

Con el fin de constatar si el fitopatogeno
influia de alguna manera en el crecimiento
de Lp (produccion de biomasa) o si entre
ellos existia competencia por los
nutrientes, se midi6 el crecimiento de Lp
en ausencia y presencia del hongo
fitopatégeno en funcion del tiempo. En la
figura 2A  se puede observar que, para
ambos sistemas, entre el tiempo cero y
segundo dia de incubacién Lp alcanzo la
fase exponencial de crecimiento; a partir
de este tiempo se mantuvo constante hasta
el séptimo dia (fase estacionaria) sin entrar
aparentemente en la fase de muerte. Estos
resultados demuestran que el consorcio
bacteriano Lp presenta un comportamiento
muy similar en ambos sistemas; por lo
tanto, pareciera que el sistema bacteriano
no es influenciado por la presencia del
hongo.

©The Author(s) 2015. This article is published with open access by Sociedad Latinoamericana de Biotecnologia

Ambiental y Algal

24



Revista Latinoamericana de Biotecnologia Ambiental y Algal

Vol. 6 No. 1 p. 19-30

2,000
1800
1,600
1,400

€ 1200

$ 1.000

3 0500
0,600
0,400
0.200
0,000

0 1 2 3 4 5 6 7
tiempo de incubacion (dias)

A

e S0 B s0lan

- Conf sl

g

0

\'

By 'E

T

=l -,‘;
- .
Lar
oy

E

Figura 2. Interacciones entre el consorcio bacteriano Lp y R. solani. (A): Efecto del hongo sobre Lp.
(B): Efecto de los sobrenadantes libres de células de Lp sobre esclerocios del hongo. Nota: Los niimeros
ubicados en la parte superior de los tubos de ensayo (1 al 4) indican el tiempo de incubacién al cual se

obtuvo el sobrenadante libre de células; 1: un dia;
corresponde a un sistema blanco (sin material bioldgico).

En la figura 2B se muestra la prueba de
toxicidad del sobrenadante libre de células
de Lp sobre R. solani. Se observa el
crecimiento del hongo (desarrollo de
micelio) a las primeras 24h de incubacion,
pero a partir de las 48h y hasta las 96 horas
no se observd posterior crecimiento de los
esclerocios. En los sistemas blancos (sin
material  biologico) no se detectd
crecimiento, lo cual descarté la posible
contaminacion durante el tiempo de
incubacion. Los resultados obtenidos en
estos ensayos sugieren que las bacterias
constituyentes de Lp  posiblemente
sintetizan/excretan diversos metabolitos,
entre ellos, enzimas liticas tales como
proteasas, amilasas, glucanasas, quitinasas
y celulasas o compuestos de bajo peso
molecular como parte del mecanismo de
accion en contra del hongo fitopatogeno
(Ren et al., 2006, Rodriguez et al., 2006;
Trujillo et al., 2007).

3.2 Deteccion de actividad proteolitica.

En la figura 3 se muestra los zimogramas
evidenciandose la actividad proteolitica

2: dos dias; 3: tres dias; 4: cuatro dias. El tubo 0

como bandas blancas sobre un fondo azul a
diferentes tiempos de incubacion y en
diferentes medios de cultivos (CN, S1 y
S2). En medio CN (figura 3A), la actividad
no fue detectada en los primeros dos dias
de crecimiento (carriles 2 y 3) y a partir del
tercer dia se detectaron tres bandas de
actividad con poca intensidad; alcanzando
maxima intensidad y mayor nimero de
bandas a las 96h de incubacion (carriles 4
y 5 respectivamente). Esta actividad
enzimatica podria relacionarse a la
inhibicion del crecimiento de los
esclerocios observada en la figura 2B;
pudiendo concluir que Lp produce enzimas
proteoliticas extracelulares y tal vez otros
metabolitos inhibiendo de manera parcial o
total el crecimiento del fitopatogeno.
Resultado similar fue obtenido al detectar
actividad proteolitica en los sistemas S1 y
S2 (figura 3B y 3C). Con respecto a la
figura 3B, en los primeros dias de
incubacion (carril 2, 3 y 4), se observod
pocas bandas de baja intensidad, mientras
que a partir del 4 y 5 dias de incubacion
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(carriles 5 y 6) la intensidad de las mismas
aumento. En la figura 3C, hasta las 24h de
incubacion (carriles 1 y 2) no se observo
actividad proteolitica, a las 48h (carril 3),
se observo dos bandas con poca intensidad,
y a las 72 y 144h (carriles 4 y 5) se
observdo mayor nimero de las mismas y
con mayor intensidad; lo que indica que la
presencia de estas enzimas en el medio de
cultivo comienza entre las 24 y 48h de
incubacion, obteniéndose a las 72h la
maxima expresion y manteniéndose
constante hasta las 144h. Resultados de
nuestro  laboratorio, no  detectaron
actividades enzimaticas tipo amilasas y
celulasas en estos sistemas.

Estos resultados experimentales
demuestran que este consorcio bacteriano
tiene la capacidad de controlar a R. solani
probablemente mediante la produccion y
excrecion de enzimas proteoliticas, las
cuales son sintetizadas por las bacterias
independientemente si el hongo esta (S1) o
no autoclavado (S2). Estas enzimas fueron

e T = =

A

4 5

probablemente  inducidas  por  los
compuestos organicos provenientes del
hongo, entre ellos, diferentes proteinas y
particularmente compuestos que
conforman las paredes celulares del hongo.
Ademds, estas proteasas bacterianas
podrian incrementar la cantidad de
aminoacidos en el medio de cultivo, al
efectuar la protedlisis de proteinas
fungicas, suministrando una fuente de
energia y de carbono que las bacterias
necesitan para potenciar su crecimiento y
sintetizar moléculas bacterianas propias
(26). La produccion de este tipo de
enzimas ha sido reportadas por Dev et al.,
al emplear Pseudomonas fluorescences
como antagonistas de R. solani, y de
Phytophthora capsici en medios de
cultivos duales liquidos y con el hongo
como unica fuente de carbono. Igualmente,
Reinoso et al., reportaron enzimas tipo
proteasas y quitinasas extracelulares al
emplear bacterias del género Bacillus
como antagonistas de R. solani.

ST 2

C

Figura 3. Actividad proteolitica extracelular bacteriana detectada por zimografia. (A): en caldo
nutritivo y en presencia del hongo fitopatdégeno con respecto al tiempo de incubacion. Nota: Los numeros
en la parte superior del gel indican: 1: Oh; 2: 24h, 3:48h; 4: 72h; 5: 96h de incubacion. (B): en S1.Nota:
Los niimeros en la parte superior del gel indican: 1: Oh; 2: 24h, 3: 48h; 4: 72h; 5: 96h; 6: 168h de
incubacion. (C): en S2. Nota: Los nimeros en la parte superior del gel indican: 1: Oh; 2: 24h, 3: 48h; 4:
72h; 5: 144h de incubacion. En cada carril se analizdé 10ul. de muestra libre de células.
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3.3 Pruebas de germinacion y de
crecimiento.

Una vez evidenciada la capacidad de Lp en
controlar o inhibir el crecimiento del
fitopatdgeno en condiciones de laboratorio,
se realizd una prueba de germinacion de
las semillas y crecimiento de las plantulas
para verificar si éste consorcio bacteriano
podia promover o estimular algin efecto
sobre el desarrollo de las plantas de arroz.
La figura 4 muestra los resultados
obtenidos; a los cinco dias de incubacion,
el 96% (24/25) de las semillas de arroz
germinaron, mostrando raices y tallos
incipientes; a los diez dias de tratamiento
se obtuvieron plantulas (E1 y E2). En las
plantulas provenientes del sistema con
tratamiento (E1), la longitud promedio de
los tallos y raices fue 3,4 £ 1,1 cm y 5,20 +
1,5 cm respectivamente, mientras que en
las semillas no sometidas a tratamiento
(E2) los valores obtenidos fueron de 2,1 +
0,3 cm y 1,0 £ 0,4 cm respectivamente. El
cociente tallo/raiz en el control fue de 2,1
mientras que en el sistema tratado fue de
0,65; lo que indica que la raices del

sistema tratado (E1) crecieron cinco veces
mas que el control (E2). Por otro lado, los
tallos en E1 crecieron 1,6 veces mas que
en el sistema no tratado con Lp (E1). Estos
resultados indican que Lp, ademas de,
tener el potencial de inhibir el crecimiento
del fitopatogeno, también posee la
capacidad de promover un mejor
crecimiento de las plantas de arroz en
condiciones de laboratorio. Unas de las
razones por las cuales estas bacterias
ayudan o estimulan el crecimiento de la
planta de arroz seria que las mismas
pueden influir de una manera directa o
indirecta sobre el metabolismo de Ia
planta, promoviendo el aumento de la toma
de agua, de nutrientes y el desarrollo del
sistema radical. Al respecto, Guerrero et
al., Rodriguez et al, y Trujillo et al,
reportan que Bacterias Promotoras de
Crecimiento Vegetal (PGPB) actian por
interacciones directas (planta-bacteria) o
indirecta (bacteria-fitopatogeno) con la
planta de interés mediante la sintesis de
elementos especificos (metabolitos) no
debidamente caracterizados.

Figura 4. Prueba de germinacién y crecimiento en condiciones de laboratorio. E1: Plantulas obtenidas
de semillas de arroz tratada con Lp durante 10 dias. E2: Plantulas obtenidas de semillas de arroz sin

tratamiento bacteriano.
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En comunicacion personal de agricultores
de Calabozo, Estado Guarico, Venezuela;
el tratamiento de un cultivo de arroz con
Lp provocd una produccién de grano de
1.970 Kg, lo cual representa un 44% (867
Kg adicionales)  con respecto a la
produccion en una parcela sin tratamiento
con Lp (1.103 Kg). Ademas, reportan
infeccion esporadica de R. solani en las
parcelas tratadas respecto a las no tratadas.
Los resultados en laboratorio y pruebas de
campo efectuadas por los agricultores
indican que, efectivamente, Lp tiene la
capacidad de actuar como agente
biocontrolador de R. solani y que
incrementa la productividad de los cultivos
de arroz. Consecuentemente en futuro
cercano, Lp pudiese ser aplicado en campo
una vez que se haya caracterizado su
efecto, el mecanismo de accion y después
de haber realizado un estudio de impacto
ambiental. Actualmente se contintian con
las experiencias de campo para maximizar
la produccion de arroz.

4. Conclusiones

Un consorcio bacteriano (Lp) mostré un
efecto  inhibitorio sobre el hongo
fitopatogeno R. solani en medios solidos
preparados con agar papa dextrosa y agar
nutritivo, alcanzando niveles de inhibicion
de crecimiento de 62 + 1% y 58,0 = 0,5%
respectivamente.  Adicionalmente, Lp
excretd enzimas tipo proteasas al
enfrentarse con el hongo fitopatogeno R.
solani, incorporado a los medios de cultivo
CN o MMM como fuente de carbono.
Finalmente, Lp estimuld el crecimiento de
las plantas del arroz en condiciones de
laboratorio. Estos resultados indican que
Lp pudiese ser empleado como agente
biocontrolador de R. solani en cultivos de
arroz.

Open Access: This article is distributed
under the terms of the Creative Commons
Attribution License (CC-BY 4.0) which
permits any use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the
original author(s) and the source are credited.
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