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RESUMEN

El presente estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Analisis de Suelos,
Aguas y Plantas de la Facultad de Educacion Técnica para el Desarrollo de la
Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquil, donde se analizo la reaccion
de diferentes aplicaciones de B. thuringiensis sobre varios cortes de tejidos
afectados por Rhizoctonia spp. La metodologia consté de tres aplicaciones de
B. thuringiensis sobre Rhizoctonia spp., la primera aplicacion se baso en la
dispersion de B. thuringiensis previo a la insercion de Rhizoctonia spp. en el
medio de cultivo, la segunda aplicacion fue la aspersion de B. thuringiensis
sobre el micelio de Rhizoctonia spp. en el medio de cultivo y la tercera
aplicacion consto de una divisién el medio de cultivo en donde la primera mitad
fue la dispersion de B. thuringiensis y en la otra mitad fue la insercion de
Rhizoctonia spp. Las variables estudiadas fueron el diametro en cm del
micelio de Rhizoctonia spp. y el numero total de esclerocios formados por
Rhizoctonia spp., estas variables fueron analizadas mediante la prueba de T
para muestras independientes en donde los resultados evidenciaron que las
distintas aplicaciones de B. thuringiensis inhibieron el crecimiento micelial de
Rhizoctonia spp. y la formacion de esclerocios, sin embargo la aplicacion en
donde se asperjo B. thuringiensis sobre el micelio de Rhizoctonia spp. impidi6
completamente el crecimiento del micelio de Rhizoctonia spp. y a su vez la
formacién de esclerocios, siendo esta una alternativa como agente de

biocontrol de Rhizoctonia spp.

Palabras clave: B. thuringiensis, esclerocios, micelio, Rhizoctonia spp.
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ABSTRACT

The present study was carried out in the Laboratory of Analysis of Soils, Water
and Plants of the Faculty of Technical Education for Development of the
Catholic University of Santiago de Guayaquil, where the effect of different
applications of B. thuringiensis on selected tissues infected with Rhizoctonia
spp was analyzed. The methodology consists of three applications of B.
thuringiensis on Rhizoctonia spp., the first application was based on the
dispersion of B. thuringiensis prior to the insertion of Rhizoctonia spp. in the
culture medium, the second application was the spraying of B. thuringiensis on
the mycelium of Rhizoctonia spp. in the culture medium and the third
application consisted in a division of the culture medium in which the first half
B. thuringiensis was dispersed and in the other half Rhizoctonia spp. was
inserted. The variables studied in this paper were the diameter of Rhizoctonia
spp mycelium. and the total number of sclerotia formed by Rhizoctonia spp.,
these variables were analyzed using the T test for independent samples where
the results demonstrated that the different applications of B. thuringiensis
inhibited the mycelial growth of Rhizoctonia spp. and the formation of sclerotia,
however the application where B. thuringiensis was dispersed on the mycelium
of Rhizoctonia spp., completely impeded the growth of Rhizoctonia spp
mycelium and in turn the formation of sclerotia, being this an alternative of

biocontrol of Rhizoctonia spp.

Key words: B. thuringiensis, sclerotia, mycelium, Rhizoctonia spp.

xiii



1 INTRODUCCION

El aumento de la poblacion del mundo, el deterioro del medio ambiente
y calidad de vida del hombre, son algunos de los factores que han motivado
al ser humano a buscar nuevos procesos de produccion agricola que permitan
cubrir la demanda, cada vez mas creciente de alimento y materia prima a
través de procesos donde se aprovechen los recursos naturales de manera
sostenible. No obstante las actividades agricolas extensivas y ampliacion de
sus fronteras han traido consigo problemas fitosanitarios en los sistemas
naturales, especialmente en el suelo, que estd considerado como soporte

principal de la agricultura.

Unos de los aspectos mas importantes en la produccién agricola es el
control de plagas y enfermedades; precauciones fitosanitarias que reduzcan
las pérdidas econdmicas producidas por mdultiples efectos como son los

agentes quimicos y biologicos.

En nuestro medio el manejo de este patdgeno causante de varias
enfermedades se encuentra dirigido hacia la aplicacion de fungicidas
mediante aspersiones y algunas practicas culturales de prevencion. Sin
embargo, nuevas técnicas de control biol6gico sugieren el uso de agentes
microbiolégicos entomopatégenos y antagonicos para reducir el dafio
causado por Rhizoctonia spp. (Suquilanda, 2013, p. 13).

Una de las bacterias de mayor aprovechamiento, en estas nuevas
técnicas de control aplicadas a diversos cultivos, ha sido el Bacillus
thuringiensis, aquel que esta dirigido a insectos; Este organismo que sera
agente de investigacion sobre su capacidad de accién en el efecto de

Rhizoctonia spp. en condiciones de laboratorio.



Por lo expuesto, el presente Trabajo de Titulacion tuvo los siguientes

objetivos:

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general.
e Evaluar los efectos de Bacillus thuringiensis sobre el desarrollo

Rhizoctonia spp., en condiciones in vitro.

1.1.2 Objetivos especificos.

e Estimar la habilidad inhibidora de la aspersion B. thuringiensis sobre
el micelio de Rhizoctonia spp. en un medio de cultivo semisolido.

e Establecer la capacidad anti fungica de B. thuringiensis, aplicado a
un medio de cultivo semisélido, previa a la insercion de Rhizoctonia
spp.

e Evaluar el competencia de Rhizoctonia spp. frente a la dispersion

de B. thuringiensis dentro del mismo medio de cultivo.

1.2 Hipotesis
El uso de B. thuringiensis, como medida de control bioldgico, tendra un

efecto inhibidor sobre el desarrollo Rhizoctonia spp.



2 MARCO TEORICO

2.1 Rhizoctonia solani

2.1.1 Descripcion.

Rhizoctonia solani es un hongo, descubierto en 1858 por Kiihn, que ha
ganado fama por ser un fitopatbgeno ampliamente extendido, dafiino y muy
versatil. Este hongo tiene un extenso rango de plantas hospederas a quienes
puede atacar y causar dafios como el decaimiento de las semillas, damping-
off, pudricion de la raiz y algunas enfermedades foliares (Ajayi y Bradley,
2017, p.3).

El género Rhizoctonia pertenece a la familia de los Adelomicetos y al
orden de los Agonomicetales. La especie mas reconocida es Rhizoctonia
solani, un hongo que se encuentra naturalmente en el suelo, que no genera
conidias y ocasionalmente basidiosporas. Pueden vivir afilos en el suelo e
infectar el tejido gracias a que produce una estructura dura de color marrén

conocida como esclerocio (Lawson, 2018).

Rhizoctonia solani es conocido como Thanatephorus cucumeris en su
estadio teleomorfo, durante mucho tiempo se pens6 que era asexual; pero,
recientemente, se hallé que este organismo produce basidiosporas (las cuales
no juegan un papel fundamental en la dispersion del hongo, a diferencia del
micelio). La enfermedad del tizon de la vaina en arroz es producida por R.
solani; aunque T. cucumeris ha sido hallado en algunos cultivos (Zheng, et al.,
2013).

La caracterizacion inicial de R. solani se realiz6 con base en
aislamientos extraidos de papa (Solanum tuberosum |.), y se infirié que este
hongo posee los siguientes atributos: a) pigmentacion de las hifas en varios
tonos marrones; b) constriccion de la hifa y conformacion del septum a poca
distancia del punto de ramificacion micelial; c) células multinucleadas en hifas

vegetativas jovenes (Gonzalez, 2008).
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Ceresini (1999) explica como el micelio vegetativo de R. solani y otras
especies de hongos Rhizoctonia, no presenta coloracion en etapas iniciales,
pero toma un tono café a medida que crece y madura, mientras que el poro

septal es quien le permite moverse.

La capacidad de infeccion de Rhizoctonia solani Kihn esta
determinada por las condiciones de temperatura y humedad (Gonzéalez-
Hernandez, 2002) y es uno de los hongos fitopatdbgeno de mayor incidencia
en un extenso grupo de plantas de diferentes especies de importancia
econodmica (Gour, 2012) en las que produce lesiones oscuras en raices y
semillas, pudricidon de tallos y de las partes de la planta que estan en contacto

con el suelo (Gonzalez-Garcia, 2008).

2.1.2 Sintomas.

Enfocandonos en la enfermedad del tizon de la vaina del arroz se
caracteriza, segun Lawson (2018), por lesiones que comienzan en la base de
la hoja y se forman un poco por encima de la linea de flotacion en las cafias
infectadas, extendiéndose desde la vaina de la hoja o desde el punto de
infeccion en la hoja. Las lesiones consisten en bandas anchas alternas de
aproximadamente 0.5 a 1 cm de ancho y 1 a 3 cm de longitud que se vuelven
ovales, blancas o de color pajizo en el centro con borde de color marrédn rojizo.
Las infecciones usualmente comienzan durante las etapas tardias de
crecimiento de la elongacion de la articulacion, terminando con las cafas

infectadas debilitadas que, eventualmente, llegan a caerse.

El micelio de este hongo se desarrolla en la vaina de la hoja, formando
estructuras de infeccion que se propagan y causan lesiones nuevas, pudiendo
propagarse a las laminas foliares. A medida que las lesiones se unen en la
vaina, las cuchillas se vuelven de color amarillo anaranjado y eventualmente
mueren. Después de que la panicula emerge, la enfermedad avanza
rapidamente a la hoja de la bandera en variedades susceptibles (LSU Ag
Center, 2015).



El desarrollo del proceso de infeccién en los tejidos de la vaina, La
afeccion de esta enfermedad, usualmente, comienza durante el
macollamiento de la planta, debilitandola y produciendo acame,
incrementando la cantidad de granos estériles y disminuyendo sus pesos
(Espinosa, 2010). El rendimiento del arroz durante la enfermedad, decrece
entre un 20 % a 50 % (Pabdn, 1994).

El hongo también crece al tocar partes de la planta, por ejemplo, de
hoja a hoja, causando infecciones en las plantas cercanas. Los esclerocios
(masas estrechamente tejidas de micelio fungico cubiertas por un
revestimiento impermeable hidrofébico secretado por el hongo) sobreviven
entre los cultivos y estas se forman en la superficie de las lesiones en el arroz
y otras hierbas. Las plantas infectadas generalmente se encuentran en un
patrén circular en el campo porque el hongo no produce esporas y debe crecer
de una planta a otra (LSU Ag Center, 2015).

2.1.3 Epidemiologia.

Los esclerocios de R. solani puede sobrevivir durante muchos afios en
el suelo, infectando plantas y superficies de agua préximas al cultivo inicial
mediante la produccion de micelios (Taheri y Tarighi, 2011). A medida que
aumentan las areas en el campo con plantas y plantas muertas, pueden unirse
con otras areas afectadas para causar grandes areas de plantas alojadas,
muertas y moribundas. Por lo general, el dafio es mas comudn cuando los
residuos flotan por el viento y se acumulan en las esquinas de los cortes

cuando se preparan semilleros en el agua.

Los esclerocios presentes en el sustrato o en el tejido vegetal, germinan
para formar hilos vegetativos (hifas) que atacan a una diversidad de cultivos
de alimentos (Ceserini, 1999). Conforme el hongo extermina las células de las
plantas, las hijas siguen creciendo, forman nuevos inoculo y el ciclo de vida
del hongo se repite cada vez que el material vegetativo fresco retorna (Pegg
y Manners, 2014).



Segun Ajayi y Bradley (2017) este patdgeno ataca con alta incidencia
a los cultivos de arroz al momento que comienzan a brotar los macollos. El
hongo es atraido hacia la planta por estimulantes quimicos liberados por
células de plantas en crecimiento activo. A medida que avanza el proceso de
atraccion, la hifa fangica entrara en contacto con la planta, adhiriéndose a la
superficie externa. Después de la fijacion, el hongo continGa creciendo en la
superficie externa de la planta y causara enfermedades al producir una
estructura de infeccion especializada (ya sea un apésito de infeccion o
apelmazamiento) que penetra en la célula de la planta y libera nutrientes para
el crecimiento y desarrollo continuos de los hongos.

Varias variedades de grano largo recientemente lanzadas son mas
resistentes al tizon de la vaina que las variedades de grano largo mas
antiguas. Los fungicidas estan disponibles para reducir el deterioro de la vaina
(LSU Ag Center, 2014).

2.1.4 Control.

2.1.4.1 Principios.

Los campos deben ser explorados por la presencia de sintomas de
tizon de la vaina al menos una vez a la semana. Lawson (2018) recomienda
aumentar el espacio de la planta para permitir que la humedad escape de la
cobertura foliar de la planta e intente mantener niveles de humedad inferiores
a 93 %. Cuando alrededor del 5 % al 10 % de los cultivos de una variedad
susceptible o del 10 al 15 % en variedades moderadamente susceptible se

encuentran infectados, se justifica una aplicacion de fungicida.

Las masas densas y el uso excesivo de fertilizante tienden a aumentar

el dafio causado por esta enfermedad.

2.1.4.2 Métodos de control.
e Evitar densidades altas de cultivo y el uso excesivo de N como
fertilizante (LSU Ag Center, 2014).
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e Eltizén de la vaina es una enfermedad que se transmite por contacto y
por aire, por lo cual se recomienda evitar la utilizacion de sustratos
donde previamente se encontraba el Rhizoctonia solani (Lawson,
2018).

e El agente de control bioldégico Trichoderma, es bastante conocido por
tener accion antagonista contra diferentes hongos fitopatdgenos
(Grondona, et al., 1997).

e Uso de semillas certificadas libres del patdgeno junto con la preferencia
por la utilizacibn de variedades de grano medio (mayormente
resistentes al ataque de Rhizoctonia solani), las cuales presentan una
ventaja frente a las de grano largo.

e La preparacion profunda del suelo, seguida por una inundacién de
varios dias, mas un manejo adecuado de los residuos de la cosecha,
reducen la presencia de “esclerocios” que son el medio de

propagacion.

2.2 Bacillus thuringiensis

2.2.1 Clasificacion Taxonémica de B. thuringiensis.

Segun la descripcion de Nakamura (1998), B. thuringiensis pertenece
a la familia Bacillaceae y se ubica dentro del primer grupo del género Bacillus;
siendo parte del grupo B. cereus capaz de producir cuerpos de inclusion

cristalina.

2.2.2 Caracterizacion del B. thuringiensis.

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positivo, anaerobio
facultativo, esporulado, de flagelacién peritrica, quimiorganotrofo y con
actividad de catalasa, que mide de 3 a5 um de largo por 1 a 1.2 um de ancho
(Portela, Chaparro y Lopez, 2013; Gordon y Pang, 1973; Sneath, 1986).

Una de sus singularidades, segin Schnepf, et al. (1998) es que,

durante el proceso de esporulacion, elabora una inclusion parasporal



conformada por uno o mas elementos cristalinos, de origen proteico, que
resultan nocivos para algunos invertebrados (primordialmente larvas de
insectos). Dichas proteinas se nominan Cry (cristal en inglés) y Cyt (citoliticas)

establecen la base de algunos insectidas (Castafiet y Moreno, 2015).

2.2.3 Propiedades Biologicas de B. thuringiensis.

El estudio de las proteinas Cry fue el determinante para el interés de B.
thuringiensis como agente de control biolégico, ya que estas actian contra
una gran pluralidad de insectos plagas; aunque, aun existe cierto porcentaje
de ellos que no poseen este tipo de proteinas o son poco sensibles a estas,
lo que ha provocado que se sigan aislando y distinguiendo cepas de B.
thuringiensis (Barboza y Escudero, 2002).

B. thuringiensis sintetiza uno o varios cristales parasporales a partir de
la capsulizacion de la pre-espora hasta la maduracion de esta; dichos cristales
(que presentan distintas morfologias) pueden abarcar hasta el 30 % del peso
seco del esporangio (Bulla, et al., 2001). Los microorganismos del suelo tienen
la capacidad de degradar los cristales producidos por B. thuringiensis (West,
Burges, White y Wyborn, 1984), ademas del efecto que tiene la luz ultravioleta

para cesar su accion (Liu, et al., 1991).

2.2.4 Control Biolégico con B. thuringiensis.

La capacidad de mantenerse viables, pese a largos tiempos de
almacenamiento, ha convertido a las bacterias del género Bacillus en parte
esencial del mundo de controladores biologicos (Alves, 1998). Bacillus
thuringiensis tiene gran capacidad de adaptacién y es un patégeno eficiente
de invertebrados que produce unos cristales parasporales fuertemente
nocivos y especificos (Herrero, Oppert y Ferre, 2001; Siegel, 2001; Raymond,
Johnston, Nielsen-Leroux, Lereclus y Crickmore, 2010). Estas toxinas se
hallan codificadas por genes cry, y su peligrosidad esta unida a la seccién

terminal C de las cadenas polipeptidicas (Li, Carrn el y Ellar, 1991).



Su mecanismo de accion en los insectos comienza cuando los cristales
son ingeridos por estos y se solubilizan en el intestino medio, las toxinas se
activan gracias a las proteasas del intestino medio y se fusionan con
receptores especificos en la membrana celular del insecto, lo que lleva a la

ruptura celular y la muerte de este (Schnepf, et al., 1998; Bravo y Gill, 2007).

Hace algunos afos, Barboza-Corona, et al. (1999) seleccionaron
algunas encimas de B. thuringiensis ya que algunos autores (Mavingui y
Heulin, 1994) habian mostrado un efecto inhibidor, que actuaba sobre la pared
celular de algunos hongos fitopatégenos y concluyeron que la accion sinérgica
entre quitinasas y proteinas Cry eran aplicables a la hipotesis de control

bioldgicos sobre ciertos hongos.

Bettiol y Kimati (1989) también informaron sobre la eficacia del género
Bacillus como organismo antagonico a la Pyricularia oryzae cavana, un hongo
fitopatdgeno. Otras bacterias también han mostrado ser agentes de control
bioldgico, como las Pseudomonas (bacterias endofiticas), que han sido de

eficacia contra hongos como R. solani en cultivos de algodon (Siegel, 2001).

En 1997, Bettiol y Lazaretti, pusieron a prueba los metabolitos de B.
subtilis en semillas de fréjol y evidenciaron la capacidad de este para disminuir
la incidencia de R. solani. En el mismo afio, Arras y Arru nos explicaban como
las bacterias, en especial las B. subtilis, actian antagonisticamente a través

de la simbiosis, parasitismo y competencia.

En un estudio por Knaak, Rohr y Fiuza, (2007) se evalué la accion de
las cepas y proteinas CrylAb y CrylAc sintetizadas por B. thuringiensis
thuringiensis y B. thuringiensis kurstaki con respecto a 4 cepas de hongos
fitopatdgenos asociados con arroz, y se comprobo la inhibicion del desarrollo

micelial de estos hongos.
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Mojica-Marin, et al. (2009) mostraron que B. thuringiensis era eficientes
en el control de R. solani de cultivos de chile en ensayos in vitro, entregando
resultados parecidos a los que obtuvieron otros autores utilizando
principalmente bacterias y hongos (Ahmed, et al.,, 1999). La antibiosis
representa el modo de accion principal, y algunas lineas de evidencia (Lee,
Remfert, Gelembiuk, 2003) se alinean en esa direccion. Se necesitan estudios
adicionales para comprobar la accién antagonista de B. thuringiensis en

hongos fitopatégenos en diversos cultivos, como el arroz.
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3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Ubicacion del ensayo

El Trabajo de Titulacion se llevd a cabo en las instalaciones del
Laboratorio de Andlisis de Suelos, Aguas y Plantas de la Facultad de
Educacion Técnica para el Desarrollo, en la Universidad Catdlica de Santiago

de Guayaquil, ubicado en la Av. Carlos Julio Arosemena km 1 1/2.

3.2 Variables de Estudio
Las variables evaluadas en este trabajo de investigacion fueron las
siguientes:
e Diametro del micelio en cm del hongo

e NUmero de esclerocios

3.3 Tipo de investigacion
La investigacién tiene un enfoque cuantitativo, un alcance descriptivo y

correlacional mediante un experimento de laboratorio.

3.4 Anélisis estadistico
Por medio del programa INFOSTAT, el andlisis estadistico utilizado
para este trabajo de investigacion fue una Prueba de T para muestras

independientes.

3.5 Materiales
Los materiales utilizados para este trabajo de investigacion se detallan

a continuacion:

3.5.1 Material técnico.
e Agar nutritivo
e Agua Destilada
e Alcohol
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Ansa de argolla

Ansa de punta

Atomizador

Balanza gramera

Cajas Petri

Cloro

Cuaderno

Erlenmeyer

Hisopos

Mechero

Papa Dextrosa Agar (PDA)
Pinzas

Plantas de arroz afectadas por Rhizoctonia spp.
Regla

Saca bocado

Tubo de ensayo

3.5.2 Material tecnoldgico.
Agitador magnético
Autoclave

Céamara de flujo laminar
Computadora

Esterilizador

Teléfono movil

3.6 Disefio del experimento

El experimento se baso en la aplicacion de B. thuringiensis previa,

posteriormente y a la par de la insercion de Rhizoctonia spp. en un medio de
cultivo. El nUmero total de cajas Petri fue de 80, divididas en: 20 repeticiones
para el andlisis previo a la introducciéon de Rhizoctonia spp., 20 para la

examinacion posterior a su introduccion en el medio, 20 parala competencia
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de Rhizoctonia spp y B. thuringiensis en el medio de cultivo ingresados al

mismo tiempo, y 20 para el testigo absoluto.

Diferentes pruebas T para muestras independientes fueron aplicadas
por medio del programa informético INFOSTAT para la realizacién del andlisis
de datos obtenidos, donde se pudo observar las diferencias estadisticamente

significativas entre los Tratamientos versus testigos.

Tabla 1 Tratamientos de estudio

TRATAMIENTOS
T1 ( BACTERIA SOBRE HONGO)
T2 (HONGO SOBRE BACTERIA)
T3 (HONGO VS BACTERIA)
T4 (TESTIGO ABSOLUTO)
Elaborado por: El Autor

3.7 Desarrollo del experimento

3.7.1 Aislamiento de Rhizoctonia spp.

Se colectaron plantas de arroz afectadas con sintomas de Rhizoctonia
spp., procedentes de la provincia de Los Rios, que fueron almacenadas en
saquillos para su posterior traslado al laboratorio. Se observaron los dafios
ocasionados por la enfermedad y se realizaran cortes, de 1 cm?, de tejido
afectado por Rhizoctonia spp., los cuales pasaron a ser desinfectados con
cloro al 0.7 % y trasferidos a agua destilada estéril para realizar tres lavados
consecutivos de manera independiente. Luego, estas secciones de tejidos,
fueron transportadas a papel toalla esterilizado (proceso de secado) con el
apoyo de una pinza microbiolégica estéril, se llevaron estos cortes

esterilizados al medio de cultivo Papa Dextrosa Agar.

El medio de cultivo se lo prepard de acuerdo a contenidos estandares,
como se detalla a continuacion: 200 g de Papa, 20 g de Dextrosa y 15 g de
Agar. Estos componentes descritos fueron homogenizados en un litro de agua
sometido a un calentamiento constante hasta la disolucion de los mismos. El
medio de cultivo asi preparado se lo distribuyé en frascos Erlenmeyer en
volimenes de 250 ml para su posterior esterilizacion en un Autoclave. El
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medio asi preparado se le coloco acido lactico de acuerdo a un estandar como
se menciona a continuacion; una gota por cada 10 ml de medio de cultivo. El

medio de cultivo preparado paso a ser distribuido en cajas Petri hasta su uso.

3.7.2 Siembra de Rhizoctonia spp. en un medio de cultivo.

Se requirié el uso de un mechero, alcohol al 70 % y al 99 %, un asa de
punta, cajas Petri, toallas de papel y los aislados de Rhizoctonia spp. El trabajo
se realizé dentro de una camara de flujo laminar expuesta 15 minutos a luz
ultravioleta, mas alcohol al 70 % y con la respectiva limpieza de los materiales
previo a su ingreso y superficie del area de trabajo, para cumplir con los
procesos de asepsia; Haciendo uso del alcohol al 70 % como desinfectante
de manos, se coloco el PDA en las cajas Petri para la polimerizacion del medio
de cultivo; luego, con un asa de punta esterilizada con alcohol al 99 % y
exposicion al fuego, se fueron colocando los aislados de Rhizoctonia spp. para
el proceso de siembra. Los medios de cultivo con el hongo sembrado se
mantuvieron dentro de la camara de flujo laminar, cubiertos con tela negra
para proporcionar al hongo la oscuridad necesaria para su crecimiento

durante 30 dias.

3.7.3 Repique del Rhizoctonia spp.

Se hizo uso de cajas Petri para el repique de Rhizoctonia spp., obtenido
de plantas afectadas por el tizon de la vaina; proceso que se desarroll6é en el
Laboratorio de Analisis de Suelos, Aguas y Plantas de la UCSG. Con un
sacabocado de 5 mm se realizaron discos de hongos, los cuales pasaron a
ser sembrados en las nuevas cajas Petri, que contenian el medio de cultivo

polimerizado.

3.7.4 Activacion de B. thuringiensis.

Producto comercial de B. thuringiensis, se sometié a una dilucion
seriada, en el que el solvente fue una solucion de NaCl al 0.85 % en la que en
cada dilucién se tomé una muestra de 0.1 ml para su dispersion con una

espatula de Drigaslky. Posteriormente, estas placas se guardaron en una
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incubadora a 37° C. Finalmente se determinaron las Unidades Formadoras de
Colonias expresada de esta manera: 1695 * 10* UFC/m.

N° de colonias por placa * el factor de dilucién
UFC =

ml de la muestra sembrada

169.5x107*
N 1ml
UFC
—— =1695 *10*
ml

3.7.5 Dispersion de B. thuringiensis sobre el medio de cultivo

semisoélido de PDA.

La dilucion UFC 1 x 104 ml se seleccion6 conforme a los
procedimientos de seleccién de rango de colonias del criterio microbiol6gico.
Las colonias que se desarrollaron en esta dilucion se re suspendieron con un
homogenizado de solucion salina al 0.85 %, el mismo que fue embebido con
un hisopo de algodon para rayar todas la superficies y contorno del medio de
cultivo, donde posteriormente se depositaron discos de Rhizoctonia spp. Las
placas Petri con los discos de Rhizoctonia spp. sin la dispersion de la bacteria

sirvieron como testigo absoluto.

3.7.6 Aspersion de B. thuringiensis sobre el micelio de Rhizoctonia

spp. reproducido en un medio de cultivo PDA.

Para cada tratamiento se designaron 20 cajas Petriy la dilucién de UFC
fue de 1 x 10* ml en agua. Las colonias que se desarrollaron en esta dilucion
se re suspendieron con un homogenizado de una solucién salina al 0.85 % vy
con la espatula de Drigalsky se raspd suavemente la superficie del medio de
cultivo para luego ser depositado en un vaso de precipitacion de 100 ml. A la
caja se le agregd agua salina (cantidad que se considere conveniente) para
raspar con la espatula todas las colonias. Una vez hecho esto, se deposité de
vuelta en el vaso de precipitacion de 100 ml, proceso que fue repetido con las
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14 cajas hasta que el vaso se llene. Dicho vaso de precipitacion se depositd
en un atomizador esterilizado, con el cual se asperjo la bacteria en las cajas

Petri con el hongo desarrollado.

Se realiz6 evaluaciones cada 2 dias debido a que el crecimiento de las
bacterias es acelerado.

3.7.7 Dispersion de B. thuringiensis y siembra de Rhizoctonia spp.

en el mismo medio de cultivo PDA.

Se midié el diametro de las cajas Petri usadas para la evaluacién de
ésta variable y se dividié en mitades para llevar a cabo el estudio. Las colonias
que se desarrollaron en la dilucion UFC 1 x 10 ml se re suspendieron con un
homogenizado de solucion salina al 0.85 %, el mismo que fue embebido con
un hisopo de algodoén para rayar la mitad de la superficies y contorno del
medio de cultivo. Posteriormente, con un sacabocado de 5 mm se realizaran
discos de hongos, los cuales fueron sembrados en las mismas cajas Petri, con

el medio de cultivo polimerizado.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos que se muestran a continuacion fueron considerados para

emitir las conclusiones del experimento; podemos observar el comportamiento

Rhizoctonia spp., frente a la aplicacion de Bacillus thuringiensis.

Tabla 2. Interpretacion del global de datos finales por tratamiento

Tratamientos
Hongo sobre Hongo sobre Bacteria Bacteria Hongo vs Hongo vs Testigo
Bacteria Bacteria sobre Hongo sobre Hongo Bacteria Bacteria
(primera (dltima (primera (dltima (primera (Gltima (H)
evaluacion) evaluacién) evaluacion) evaluacién) evaluacion) evaluacién)

N° | Dia N°ede | Dia N°de | Dia N°ede | Dia N°de | Dia N! de Dia N°de | Dia N° de
metr | escler | metr | escler | metr | escler | metr | escler | metr | escler | metr | escler | metr | escler
odel | ocios odel | ocios odel | ocios odel | ocios ode | ocios ode | ocios odel | ocios
mice mice mice mice mice mice mice
lio lio lio lio lio lio lio
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)

1 020 | O 140 | O 650 | 0 6.50 | 0 415 | 0 5.50 | 40 8.50 | 120

2 045 | O 280 | O 650 [0 650 | O 415 | O 550 | 13 8.50 | 115

3 010 | O 130 | O 6.00 | O 6.00 | O 425 | 0 545 | 36 8.50 | 117

4 010 | O 050 | O 580 [0 580 | O 415 | O 550 | 24 8.50 | 130

5 045 | O 330 | O 6.20 | O 6.20 | O 415 | 0 550 | 45 8.50 | 110

6 010 | O 195 | O 650 | 0 6.50 | 0 415 | 0 550 | 41 8.50 | 112

7 040 | O 230 | O 6.00 [ O 6.00 | O 420 | O 550 | 15 850 | 64

8 005 | O 045 | 0 700 | O 7.00 | O 435 | 0 575 | 11 850 | 95

9 010 | O 100 | O 565 [ 0 565 | 0 415 | 0 550 | 58 8.50 | 103

10 | 050 | O 4.00 | O 6.60 | 0 6.60 | O 450 | 0 5,50 | 30 8.50 | 118

11 | 050 | O 100 | O 640 (O 640 | O 415 | 0 5.70 | 33 8.50 | 100

12 | 1.00 | O 350 | O 6.00 [ O 6.00 | O 535 | 0 575 | 19 8.50 | 150

13 0.50 0 1.75 0 7.00 0 7.00 0 5.50 0 5.60 17 8.50 145

14 | 015 | O 150 | O 6.75 | 0 6.75 | O 415 | 0 5,50 | 10 8.50 | 123

15 0.20 0 1.25 0 6.50 0 6.50 0 4.75 0 5.60 22 8.50 111

16 | 0.85 | O 375 | O 595 (0 595 | 0 485 | 0 6.00 | 43 8.50 | 129

17 0.20 0 1.25 0 6.30 0 6.30 0 5.05 0 5.50 29 8.50 161

18 | 060 | O 3.00 | O 700 | O 7.00 | O 490 | 0 580 | 21 8.50 | 147

19 | 030 | O 240 | O 625 [0 625 | 0 520 [ O 5.75 | 45 8.50 | 98

20 0.50 0 1.90 0 6.45 0 6.45 0 4.75 0 5.50 29 8.50 105

Pr | 036 |0 201 | O 636 [ 0 6.36 | O 454 | 0 559 | 29.05 | 85 117.6

o
m
S 026 | O 107 | O 039 | O 039 | O 046 | O 0.14 | 1357 | O 22.30
C 0.23 0.53 0.06 0.06 0.10 0.02 0.46 0.18
\

Elaborado por: El Autor

En la discusion de ambos ensayos se puede observar el efecto de

Bacillus thuringiensis frente a la formacion de esclerocios de Rhizoctonia spp.,
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existiendo una diferencia neta de 117.65 esclerocios presentes en el testigo
frente a los medios de cultivo con B. thuringiensis en el mismo periodo de
tiempo. Estos resultados son de importancia para nuestro estudio. ya que al
detener la formacion de esclerocios se corta el ciclo de infeccion de
Rhizoctonia spp., previniendo la difusion de enfermedades causadas por este

patdégeno.

Con base en estos datos podemos deducir que el comportamiento de
B. thuringiensis originé una reduccion de 6.5 cm en el crecimiento del micelio
de Rhizoctonia spp., tomando en cuenta la ultima medicion de micelio (luego
de un periodo de tres semanas) en el primer tratamiento del hongo sobre la
bacteria presente en el medio de cultivo con los valores obtenidos del testigo
en el mismo periodo de tiempo. Lo que equivale a una reduccién del 76.29 %
en el crecimiento del micelio, numero significativamente importante en el

proposito de disminuir los efectos de Rhizoctonia spp., en diferentes cultivos.

Mientras que en los resultados del tratamiento Bacteria sobre Hongo
(B. thuringiensis aplicado al medio de cultivo. luego de que Rhizoctonia spp.
hubiera tomado dominio del espacio) se aprecia una inhibicion total del micelio
del hongo a partir de la aplicacion de la bacteria manteniéndose en 6.45 cm a

lo largo del experimento.

Para la variable de Rhizoctonia spp., mas B. thuringiensis adicionados
al mismo tiempo se pudieron observar diversas caracteristicas de
competencia Rhizoctonia spp., limitdé su crecimiento al espacio donde no se
encontraba B. thuringiensis con un crecimiento vertical de las hifas y un

desarrollo promedio de 29.05 esclerocios frente a los 117.6 del testigo.

Mediante un analisis comparativo del global de datos conseguidas en
los muestreos podemos observar las diferencias en el crecimiento de micelios
entre distintos Tratamientos; en donde el Tratamiento Hongo sobre Bacteria

el de mejores resultados al presentar un tamafo promedio considerablemente
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menor a otros Tratamientos en el mismo periodo de tiempo transformandose
en el medio ideal de prevencion del ataque de Rhizoctonia spp., mientras que
el tratamiento Bacteria sobre Hongo pudo frenar desde el inicio el crecimiento
de micelios al tener una variacion nula en su desarrollo entre la primera y
dltima semana convirtiéendose asi en el tratamiento ideal frente a infecciones
presentes de Rhizoctonia spp. para lograr detener a la enfermedad tanto de

su expansion como de sus efectos al contagio.

Tabla 3. Prueba T para muestras independientes

Tratamientos

Prueba T B/H H/B Hvs B
Valor T micelios 15.43* 27.05* 88.49*
Valor T esclerocios 23.58* 23.58* 15.43*

o B/H = Tratamiento bacteria sobre hongo
* = valores significativos . .
o H/B = Tratamiento hongo sobre bacteria
ns = valores no significativos ] . i
H vs B = Tratamiento bacteria mas hongo

Elaborado por: El Autor

Los valores de T para muestras Independientes nos muestran una T
calculada mayor ala T tabular al 5 % y 1 %; presentando diferencias altamente
significativas entre el tratamiento testigo y los tratamientos de control con una
Valor T para esclerocios de -23.58 para ambos tratamientos al presentarse
nulidad de crecimiento y desarrollo de las estructuras de contagio del hongo
también en la aplicacion de B. thuringiensis antes o después de la presencia

de Rhizoctonia spp.

El valor T para micelios varia de -15.43 en el primer tratamiento de
control con la bacteria asperjada sobre el hongo a 27.05 cuando B.
thuringiensis es introducido posterior a Rhizoctonia spp. la diferencia de
valores T radica en la variacion de resultados ( Tabla 1) donde en el primer

tratamiento si podemos ver cierto desarrollo del micelio aunque muchisimo
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menor en comparacion con el testigo. El segundo tratamiento. sin embargo
presenta resultados de inhibicion total en el desarrollo de micelios. esta
nulidad de incrementacion provoca diferencias estadisticas altamente

significativas entre ambos tratamientos y ademas frente al testigo.

Los valores T tanto para el desarrollo de micelios como de esclerocios
en nuestra variable de Hongo mas Bacteria adicionados al medio de cultivo al
mismo tiempo son considerablemente diferente a los valores de los dos
tratamientos anteriores. El valor T para micelios es considerablemente
superior debido a que si se dio un crecimiento del hongo al estar separado de

B. thuringiensis en el mismo medio al momento del adicionamiento de ambos.

Bacillus thuringiensis ha demostrado efectos de inhibiciéon en algunos
organismos del reino Fungi en estudios anteriores como es el caso de Knaak
et al. (2007). donde se analizé el efecto de algunas cepas de B. thuringiensis
y las proteinas Cry en hongos fitopatogénicos en cultivos de arroz en Rio
Grande do Sul, Brasil y cuyos resultados concuerdan con los obtenidos en el
experimento actual comprobando un efecto fungicida de B. thuringiensis sobre
Rhizoctonia spp., después de un periodo de incubacion de 14 dias. Knaak et
al., atribuian este efecto a los metabolitos producidos por el género Bacillus.

Mojica-Marin, et al. (2009) evaluaron 64 cepas de B. thuringiensis de
las cuales. 34 mostraron diferentes capacidades de inhibicion frente a R.
solani. P. capsici y F. oxysporum en granos de chile afectados por estos
hongos. Con énfasis en Rhizoctonia spp., concluyeron que la cepa HD-974 de
B. thuringiensis ocasion6 un porcentaje de germinacion alrededor del 62 %
en los granos inoculados con la bacteria ademas de la inhibiciébn en el

crecimiento de esclerocios.

Se puede deducir gracias a estos estudios que Bacillus thuringiensis
presenta una nueva alternativa como controlador biolégico de Rhizoctonia

spp., no sélo en arroz sino extendiendo su efecto a otros tipos de cultivos. La
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significacion de las capacidades anti fungicas de esta bacteria ha sido
considerablemente alta, no s6lo en experimentos in vitro sino también en su
aplicacion en plantas afectadas proyectandose como alternativa a ser

efectuada en campos extensos.
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

De acuerdo con los resultados, in vitro podemos concluir que:

Bacillus thuringiensis presenta un efecto antagoénico frente a
Rhizoctonia spp., teniendo resultados visibles en laboratorio luego
de 20 dias después de su aplicacion en el hongo.

El mejor resultado se lo obtuvo con la aspersion de la bacteria sobre
el hongo, ya que detuvo el crecimiento de hifas; mientras que en el
tratamiento de aplicacion Hongo sobre Bacteria sélo se logré inhibir
el desarrollo de esclerocios pero se observaron hifas.

Rhizoctonia spp. presenta comportamientos en su desarrollo
significativamente diferente cuando se encuentra en competencia
directa con B. thuringiensis por la dominancia de un medio de

cultivo.

5.4 Recomendaciones

Como recomendaciones, podemos sugerir las siguientes:

Hacer uso de una dilucién seriada adecuada a la bacteria para una
correcta formacion de colonias. consideracion importante si se
requiere una correcta reproduccién de la bacteria.

Se aconseja la realizacion de ensayos en condiciones controladas
de campo con B. thuringiensis para comprobar el efecto econdémico

gue podria tener como agente de biocontrol.
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ANEXOS



Anexo 1. Interpretacion de datos finales de aplicacion de Rhizoctonia spp. sobre B.
thuringiensis

Experimento
Medicion Micelio (cm)
Hongo sobre Hongo sobre Testigo
Bacteria (H/B) Bacteria (H/B) Absoluto

N° de Cajas Petri | (primera evaluacién) | (Gltima evaluacion) (H)
1 0.2 1.4 8.5

2 0.45 2.8 8.5

3 0.1 1.3 8.5

4 0.1 0.5 8.5

5 0.45 3.3 8.5

6 0.1 1.95 8.5

7 0.4 2.3 8.5

8 0 0.45 8.5

9 0.1 1 8.5
10 0.5 4 8.5
11 0.5 1 8.5
12 1 3.5 8.5
13 0.5 1.75 8.5
14 0.15 1.5 8.5
15 0.2 1.25 8.5
16 0.85 3.75 8.5
17 0.2 1.25 8.5
18 0.6 3 8.5
19 0.3 2.4 8.5
20 0.5 1.9 8.5
Prom. 0.3125 2.015 8.5
Dif. de crecimiento || GG 1.7025 8.5

Elaborado por: El Autor
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Anexo 2. Interpretacién de datos finales de Bacteria sobre Hongo

Elaborado por: El Autor
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Experimento
Medicién Micelio (cm)
N° de Cajas Petri Bacter'ia sobre Hongg Bacte’ria'l sobre Hongp Testigo
(B/H) (primera evaluacion) | (B/H) (tltima evaluacion) | Absoluto (H)

1 6.5 6.5 8.5

2 6.5 6.5 8.5

3 6 6 8.5

4 5.8 5.8 8.5

5 6.2 6.2 8.5

6 6.5 6.5 8.5

7 6 6 8.5

8 7 7 8.5

9 5.65 5.65 8.5
10 6.6 6.6 8.5
11 6.4 6.4 8.5
12 6 6 8.5
13 7 7 8.5
14 6.75 6.75 8.5
15 6.5 6.5 8.5
16 5.95 5.95 8.5
17 6.3 6.3 8.5
18 7 7 8.5
19 6.25 6.25 8.5
20 6.45 6.45 8.5
Prom. 6.3675 6.3675 8.5
Dif. de crecimiento _ 0 8.5




Anexo 3. Interpretacidén de datos finales bacteria mas hongo.

Tratamiento

Bacteria mas Hongo Bacteria mas hongo Testigo
(primera evaluacion) (dltima evaluacion) H)
Didmetro de N! de Diametro de N° de Diametro del Ne de
micelio (cm) esclerocios | micelio (cm) esclerocios | micelio (cm) esclerocios

4.15 0 5.5 40 8.5 120

4.15 0 5.5 13 8.5 115

4.25 0 5.45 36 8.5 117

4.15 0 5.5 24 8.5 130

4.15 0 5.5 45 8.5 110

4.15 0 5.5 41 8.5 112

4.2 0 5.5 15 85 64

435 0 5.75 11 8.5 95

4.15 0 5.5 58 8.5 103

4.5 0 5.5 30 85 118

4.15 0 5.7 33 85 100

5.35 0 5.75 19 8.5 150

5.5 0 5.6 17 8.5 145

4.15 0 5.5 10 85 123

4.75 0 5.6 22 8.5 111

4.85 0 6 43 8.5 129

5.05 0 5.5 29 8.5 161

4.9 0 5.8 21 8.5 147

5.2 0 5.75 45 8.5 98

4.75 0 5.5 29 8.5 105

4.5425 0 5.595 29.05 8.5 117.65

Elaborado por: El Autor
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Anexo 4. Prueba de T para muestras Independientes de hongo sobre bacteria vs.

Testigo.
Clasif |Variable  [Grupol  [Grupo2 |n(1) |n(2) |Media(1)|Media(2){T gl |p-valor |prueba
placas micelio(cm) |[{B+H} {H) A 19 647 8,5] -15,43| 20[<0,0001 |bilateral

Elaborado por: El Autor

Anexo 5. Prueba de t para muestras independientes bacteria sobre hongo vs testigo

hongo
Clasif [Variable ~ [Grupol  |Grupo2 [n(1) |n(2) [Media(1) [Media(2){T  [gl [p-valor [prueba
placas |micelio(cm) [{H} {H+8} 20[ 20 85( 2,02 27,05/ 19{<0,0001 |bilateral

Elaborado por: El Autor

Anexo 6. Prueba de T para muestras Independientes de tratamientos Bacteria sobre
Hongo y Hongo sobre Bacteria vs. Testigo en relacion al nimero de esclerocios.

(asif

Variable

Grupo 1

Grupo 2

n(l)

n(2)

Media(1)

Media(2)

p-valor

prueba

placas

ESCLEROSIS

(B+H Y H/B)

tH)

20

20

0,00

117,65

-13,58

19

<0,0001

bilateral

Elaborado por: El Autor

Anexo 7. Prueba de T para muestras independientes de tratamiento Bacteria mas
Hongo en relacion al diametro del micelio en cm

(lasif

Variable

Grupo 1

Grupo 2

n(1)

n(2)

Media(1)

Media(2)

.

gl

p-valor

prueba

placas

micelio(cm)

{B+H}

{H}

20

20

56

85

-88,49

19

<0,0001

bilateral

Elaborado por: El Autor

Anexo 8. Prueba de T para muestras independientes de tratamiento Bacteria
mas Hongo en relacion al nimero de esclerocios.

Clasif

Variable

Grupo 1

Grupo 2

n(1)

n(2)

Media(1)

Media(2)

-

gl

p-valor

prueba

placas

ESCLEROSIS

{B+H}

{H}

20

20

29,05

117,65

1503

3

<0,0001

bilateral

Elaborado por: El Autor
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Anexo 9. Re suspension de Bacterias. Elaborado por: El

Autor
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Anexo 10. Agitacion de bacterias

Elaborado por: El Autor

36



Anexo 11. Cajas Petri con tratamiento Bacteria vs Hongo

Elaborado por: El Autor
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Anexo 12. Diferentes tipos de comportamiento de Rhizoctonia spp. frente a B.
thuringiensis.

Elaborado por: El Autor
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Anexo 13. Tratamiento de B. thuringiensis sobre Rhizoctonia spp.

Elaborado por: El Autor
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Anexo 14. Rhizoctonia spp. en competencia con B. thuringiensis

iy

Elaborado por: El Autor
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Anexo 15. Comparacién de tratamientos frente al testigo.

Elaborado por: El Autor
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Anexo 16. Accién de B. thuringiensis frente a otros hongos. en competencia frente a
Fusarium spp.

Elaborado por: El Autor
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Anexo 17. Prueba realizada sobre aspersion de B. thuringiensis sobre esclerocios
formados por Rhizoctonia spp.

Elaborado por: El Autor
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