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Resumen

El arroz es el cereal mas importante para mas del 50% de la poblacion mundial, sin
embargo las enfermedades pueden limitar su produccion. El afiublo bacterial de la
panicula, es una de las enfermedades con mayor vigilancia en el cultivo de arroz, debido
a los cambios climaticos que exacerban su incidencia. El agente etioldgico de la
enfermedad, se atribuye a Burkholderia glumae y Burkholderia gladioli. EI presente
estudio, tuvo como objetivo seleccionar controladores bioldgicos contra B. glumae
THT, a partir de la microbiota endofitica del cultivo de arroz. Para ello, se realizaron
colectas de 7 cultivares de arroz en los departamentos de Tumbes, Piura, Amazonas y
San Martin. Las muestras de arroz fueron procesadas para aislamiento de grupos
funcionales asociados a control biologico (Bacillus, Pseudomonas y Burkholderia). Las
cepas de bacterias endofiticas fueron seleccionadas para evaluar la inhibicion de
crecimiento contra la cepa B. glumae THT. Cada cepa fue identificada empleando el
gen 16S rRNA vy por su capacidad de producir sideréforos asi como degradar
toxoflavina. En paralelo se realizaron aislamientos de B. glumae en medio selectivo
CCNT, para luego estudiar su diversidad genética empleando la técnica BOX-PCR e
identificar cepas representantes por el gen 16S rRNA, finalmente se evalud la
produccion de enzimas extracelulares, ensayos de motilidad y sensibilidad/resistencia a
agentes bactericidas, como factores de virulencia. De un total de 189 bacterias
endofitas, solo 9 inhibieron el crecimiento de B. glumae THT, las cuales pertenecieron a
los géneros Bacillus y Burkholderia. Las cepas Burkholderia vietnamiensis TUR04-01,
TURO04-03 y Bacillus aryabhattai AMH12-02, presentaron una mayor inhibicion de
crecimiento contra B. glumae THT. La produccién de sider6foros estuvo en el rango de
16.00 - 97.36% unidades de sider6foros y al menos el 55.5% degradé toxoflavina hasta
una concentracion de 40 pug ml-1. Por otro lado, se obtuvieron 16 aislamientos de B.
glumae y 1 de B. gladioli, agrupados en 9 perfiles BOX-PCR. Estas cepas fueron
altamente diversas de acuerdo a su origen geografico y presentaron diversidad en la
expresion de virulencia en catafila de cebolla, produccion de enzimas extracelulares y
sensibilidad/resistencia al peréxido de hidrogeno (H202) y éacido oxolinico (OA). Se
concluye que cepas del género Bacillus y Burkholderia pueden ser consideradas como

potenciales agentes biocontrol para el afiublo bacterial de la panicula.

Palabras clave: Control bioldgico, Factores de virulencia, Afiublo bacterial.
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Abstract

Rice is the most important cereal for more than 50% of the world population, however
diseases can limit its production. Bacterial blight of the panicle, is one of the diseases
with greater vigilance in rice cultivation, due to climatic changes that exacerbate its
incidence. The etiological agent of the disease is attributed to Burkholderia glumae and
Burkholderia gladioli. The objective of the present study was to select biological
controllers against B. glumae THT, from the endophytic microbiota of rice cultivation.
For this, collections of 7 rice cultivars were carried out in the departments of Tumbes,
Piura, Amazonas and San Martin. The rice samples were processed for isolation of
functional groups associated with biological control (Bacillus, Pseudomonas and
Burkholderia). Strains of endophytic bacteria were selected to evaluate growth
inhibition against the B. glumae THT strain. Each strain was identified using the 16S
rRNA gene and for its ability to produce siderophores as well as to degrade toxoflavin.
In parallel, isolates of B. glumae were made in selective CCNT medium, to then study
their genetic diversity using the BOX-PCR technique and identify representative strains
by the 16S rRNA gene. Extracellular enzyme production, motility and sensitivity assays
were finally evaluated. / resistance to bactericidal agents, as virulence factors. Of a total
of 189 endophytic bacteria, only 9 inhibited the growth of B. glumae THT, which
belonged to the genera Bacillus and Burkholderia. Strains Burkholderia viethamiensis
TURO04-01, TURO04-03 and Bacillus aryabhattai AMH12-02, showed a greater
inhibition of growth against B. glumae THT. The production of siderophores was in the
range of 16.00 - 97.36% units of siderophores and at least 55.5% degraded toxoflavin
up to a concentration of 40 pug ml-1. On the other hand, 16 isolates of B. glumae and 1
of B. gladioli were obtained, grouped into 9 BOX-PCR profiles. These strains were
highly diverse according to their geographical origin and presented diversity in the
expression of virulence in onion cathilla, production of extracellular enzymes and
sensitivity / resistance to hydrogen peroxide (H202) and oxolinic acid (OA). It is
concluded that strains of the genus Bacillus and Burkholderia can be considered as

potential biocontrol agents for bacterial blight of the panicle.

Keywords: Biological control, Virulence factors, Bacterial blight.




Introduccion

El cultivo de arroz constituye una de las actividades econOmicas mas
importantes en la region San Martin, debido a que es una fuente importante de puestos
de trabajo y del Producto Bruto Interno (PBI) de la region. Obtener una Optima
produccion implica la aplicacién de fertilizantes, adecuadas préacticas culturales y el
control de plagas y enfermedades. El agricultor arrocero no posee un método de control
efectivo para el tratamiento del afiublo bacterial de la panicula ocasionado por B.
glumae. Las pérdidas de rendimiento sobrepasan el 50% de la produccién, y ocasionan
un uso excesivo de pesticidas. Hasta el momento el Gnico agente quimico capaz de
controlar la enfermedad es el &cido oxolinico, prohibido por las autoridades sanitarias,
constituyendo un peligro debido a la generacion de resistencias y a la presencia de cepas
naturalmente resistentes a este agente quimico. Los microorganismos asociados al arroz
han coevolucionado con la capacidad de emplear diferentes estrategias para delimitar
enfermedades en el mismo nicho ecoldgico. En el presente trabajo se estudio la
microbiota asociada a cultivares de arroz locales, con proyeccion a la generacion de
biopesticidas que permitan reducir costos econdmicos, ambientales y sociales al
agricultor de la region San Martin.

A la fecha se desconoce un método efectivo para controlar el afiublo bacterial
ocasionado por B. glumae, por lo que la prevencién juega un papel importante en evitar
el desarrollo de la misma (Zhou-qi et al. 2016). El control biolégico se ha mostrado
prometedor, varios estudios han demostrado que existen microorganismos que pueden
suprimir el desarrollo de la enfermedad a través de estrategias como la degradacion de
toxinas (Toxoflavina). De acuerdo a la epidemiologia de la enfermedad, B. glumae es
considerado un patégeno de semilla (Cho et al. 2007). Este patdgeno infecta semillas e
invade la plimula a través de los estomas y heridas, proliferando en los espacios
intercelulares del parénquima durante la germinacion de las semillas (Zhu et al. 2010).
La proliferacion de B. glumae en las plimulas conduce a la produccion de toxinas,
como la toxoflavina, resultando en la pudricién de la plantula de arroz (Zhou-qi et al.
2016). La busqueda de microorganismos capaces de producir enzimas que ocasionan
QQ, puede ser considerada una estrategia para prevenir el afiublo bacterial de la
panicula (Fetzner 2015).



Shrestha et al. (2016), reportaron que cepas de Bacillus amyloliquefasciens,
fueron capaces de inhibir el crecimiento de B. glumae 336 gr' y bajo condiciones de
campo esta cepa redujo el indice de severidad de 6,5 (control) a 4. La bdsqueda de
microorganismos que co-existan en el mismo hébitat que B. glumae durante el proceso
de evolucion de la enfermedad ha permitido deducir una estrategia adecuada para
controlar el patogeno. La frecuencia de aislamientos naturales con la capacidad de
desarrollar estas estrategias, es muy baja (Cho et al. 2007), por lo que es necesario
realizar la bdsqueda en diferentes estadios de la planta (Semilla, plantula y etapa
reproductiva).

Contar con un cepario de microorganismos con potencial antagonista
debidamente identificado, permitird en futuras investigaciones realizar trabajos a nivel
de invernadero y de campo con el objetivo de validar un producto biopesticida, que
permita reducir el uso de agroquimicos perjudiciales para el medioambiente, sobretodo
el uso de antibidticos, que al ser usado de manera indiscriminada producen cepas
resistentes a las quinolonas, agravando el problema y constituyendo un problema de
salud publica; por otro lado se reducirian los costos de produccién, permitiendo al
productor arrocero reducir las mermas de rendimiento, y elevar el nivel de
competitividad, ya que contara con una estrategia biotecnoldgica, amigable con el suelo.

El objetivo del presente trabajo fue aislar y seleccionar microorganismos
endofiticos de cultivares locales de arroz con actividad inhibitoria sobre B. glumae en
areas de cultivo de la zona norte del Per(. La hipdtesis propuesta se plantea desde la
perspectiva de que los microorganismos endofiticos aislados de cultivares locales de
arroz han coevolucionado con sus respectivos antagonistas y presentan actividad
inhibitoria “in vitro” frente a cepas nativas de B. glumae aisladas de la zona norte del

Perd.



CAPITULO |
REVISION BIBLIOGRAFICA

Burkholderia glumae se considera el mas importante patdégeno del cultivo de
arroz, ocasionando la enfermedad del afiublo bacterial de la panicula (Ham et al. 2011;
Zhou-qi et al. 2016; Kim et al. 2018), se manifiesta en la etapa de floracion, provocando
esterilizacion, decoloracion y manchado de la gluma en desarrollo, otros efectos es el
vaneamiento y el raquis de la hoja bandera de color verde (SENASA, 2015). La
enfermedad fue reportada por primera vez en Perd, en el departamento de Tumbes el
afio 2013, por el fitopatologo investigador Miguel Garrido Rondoy (Garrido 2013). A la
fecha las estrategias de prevencion se enfocan en el manejo integrado del cultivo de
arroz (Dosis menores de fertilizacion, época de siembra, densidades y control quimico),
en relacion al mejoramiento genético es limitado, sin embargo se conocen lineas
tolerantes a la enfermedad, pero no resistentes. Segun los trabajos realizados al
momento, el control quimico es ineficiente cuando no se aplican las actividades
preventivas apropiadas (Comunicacion personal, 2018).

Martinez-Guevara (2016), evalu6 el efecto de dos productos quimicos Green
Star y Oxilobac en una campafa de arroz variedad INIA-509 “La Esperanza” en el
distrito de Juan Guerra-San Martin. Se determindé el tratamiento mas eficiente para el
control de B. glumae, el cual resultd ser mas efectivo el tratamiento de 0,5 L/ha de
Green Star en almécigo + 1 L/ha de Green Star en méaximo macollamiento + 0,5 L/ha en
embuchamiento en comparacion con el tratamiento testigo, alcanzando valores
superiores en relacion al porcentaje de incidencia de la bacteria en el cultivo de arroz
evaluado a los 120 dias, 0,44% vs 0,29%, respectivamente. Hubo una reduccion del
34% en la incidencia de la enfermedad.

Rios-Ruiz et al. (2016), aislaron y seleccionaron cepas de bacterias promotoras
de crecimiento vegetal de cultivares de arroz de la region San Martin, las mismas que
posteriormente fueron identificadas y evaluadas en condiciones de invernadero y de
campo en el distrito de Juan Guerra. Los autores evaluaron un consorcio bacteriano
nativo formado por Burkholderia ubonensis, Citrobacter bitternis y Burkholderia
vietnamiensis en el aumento de la productividad y rendimiento del cultivo de arroz
variedad INIA-509 “La Esperanza”, aunque directamente no se determiné el efecto

biopesticida, los tratamientos no inoculados alcanzaron un nivel de incidencia de 0,24%



frente a los tratamientos inoculados (0,07%), alcanzando una reduccién de la incidencia
del 70,83%. La cepa de B. ubonensis fue testada por su capacidad antibacteriana contra
B. glumae en el laboratorio de Microbiologia Agricola, demostrando una ligera
actividad antimicrobiana (Comunicacion personal). La explicacion a estos resultados
positivos podria tratarse de la induccion de la resistencia sistémica, tal como lo
demostr6 Chung et al. (2015) con cepas de Bacillus oryzicola. Con respecto al
aislamiento de microorganismos con capacidad antagonista, Alviz et al. (2017), reporto6
el aislamiento de bacterias endofitas con actividad inhibitoria “in vitro” contra B.
glumae. Barraza et al. (2017), reporto la actividad antimicrobiana “in vitro” de bacterias
enddfitas asociadas a Azadirachta indica contra B. glumae, siendo la cepa F3N4
Pseudomona aeruginosa, la que mostré un 50% de inhibicion del crecimiento.

En el Laboratorio de Microbiologia Agricola, que desde el afio 2015 realiza el
servicio de aislamiento e identificacion de B. glumae en muestras de arroz, en conjunto
con el departamento de fitopatologia bacteriana de la Unidad del Centro de Diagndstico
de Sanidad Vegetal del SENASA, se ha identificado hasta el momento las siguientes
cepas de B. glumae 4D, 5E, 6F, A, B3, THT, B2g, B3g y B3HT. La identificacion se ha
realizado mediante pruebas seroldgicas usando el kit serolégico DAS-ELISA para
deteccion de B. glumae, mediante PCR-Real time, empleando sondas especificas para B.
glumae y B. gladioli, ademas se determind el potencial fitopatogénico por tres
metodologias diferentes, en hojas de tabaco, en hojas de plantulas de arroz, y en catafila
de cebolla. Ademés en el 2017, en alianza con la empresa privada se realiz6 la siguiente
investigacion: Efecto de diferentes concentraciones de dos productos quimicos
SinbactCu ® y Geomycin ®, en la inhibicién de B. glumae bajo condiciones in vitro. El
tratamiento de semillas con Geomycin® a 1y 2 ppm, permitio una inhibicion del 58 y
75% de B. glumae en semillas de arroz, respectivamente, frente al 97% del tratamiento
control con &cido oxolinico. Sin embargo, no se observé ningln efecto inhibitorio del
Geomycin ® sobre B. glumae 5E. El tratamiento de semillas con SinbactCu ® aly 2
ppm, permitié una inhibicion del 75 y 88% de B. glumae en semillas de arroz,
respectivamente, frente al 97% del tratamiento control con acido oxolinico. Se observo
un efecto inhibitorio de SinbactCu ® a 1500 ppm.

La seleccion de microorganismos capaces de reducir la severidad del afiublo
bacterial, permitira desarrollar un paquete tecnoldégico de manejo integrado de la

enfermedad, permitiendo al agricultor arrocero reducir costos en el empleo de pesticidas



y evitar pérdidas por la enfermedad. Ello traera como consecuencia una menor

contaminacion ambiental e incidencia de enfermedades producidas por ellos.



CAPITULO II
MATERIAL Y METODOS

2.1. Colecta de material vegetal sano y enfermo

La colecta de las plantas de arroz con ausencia de sintomas de enfermedad fue de
acuerdo a Baldani et al (2014) y de plantas con sintomatologia de afiublo bacterial de la
panicula de acuerdo a Nandakumar et al (2009).
Se realizaron muestreos en campos de los departamentos de Tumbes, Piura, Amazonas
y San Martin (Tabla 1).

Tabla 1
Procedencia de las muestras, locacion geografica y variedad de arroz muestreadas de
la zona norte del Perd.

Cddigo de Sector Distrito Locacién geografica Variedad de  Periodo
muestreo LS L.O m.s.n.m arroz vegetativo
Piura
P01 Los frutales 04° 28,677 080° 22,036 48
PO2 La huaca caretera o 050 202 080° 44,214 48 La puntilla 120
sullana-talara ' '
P03 La cuchilla 04°51,293 080° 44,168 48
Tumbes
La noria,
T04 _margen 03°35,133 080°28,436 5 Tinajones 69
izquierda del rio
tumbes
TO5.t06  Ee. Los cedros Sa”\{:’rzr;:e R 0336832 080°31063 8 La puntilla 128
Las brujas,
TO7 margen derecha 03° 38,747 080° 25,484 5 La esperanza 90
del rio tumbes
Amazonas
Am08 Peca palacios 05° 40,977 078° 30,114 400 La esperanza
AmO09 Peca palacios ] 05°41,001' 078° 29,255 405 Santa barbara
. Bagua capital
Am09 Peca palacios 05° 40,977 078° 30,114 400 Fortaleza
Am09 Peca palacios 05°40,910" 078° 29,468 416 Inia 100
Am10 05°39,900" 078° 31,710 395 Feron
Amll Huarangopampa Bagua capital 05° 39,900" 078° 31,710' 395 Fortaleza
Am12 05°39,900" 078° 31,710’ 395 La esperanza
San Martin
Sml13 07°02,159" 076° 31,032 233 La esperanza 120
Sml4 Santa catalina Bellavista 07° 01,695 076° 31,349 234 La esperanza 56
Sml4 07°01,940" 076° 31,252 234 Feron 120
Sm15 o . 06° 59,823' 076°26,175' 221 100
San hilarion Bellavista Feron
Sm15 06°59,920' 076°25,873' 221 60
Sm16 05°56,356' 077°22,232' 875
Sm17 La unién Nueva 05°56,243' 077°22,265' 870  Laesperanza 100
cajamarca

Sm18 05°56,921' 077°22,291' 880




Los campos fueron seleccionados de acuerdo a la produccion, incidencia de
enfermedad, uso de fertilizantes y xenobi6ticos, después fueron geo referenciados y se
procedié a tomar 3 plantas saludables del interior del campo. La planta fue retirada
completamente y seccionada en Raiz, Tallo, hojas y espigas, cada muestra fue
conservada y transportada a 4°C al laboratorio de Microbiologia Agricola “Raul Rios
Reategui” en la Universidad Nacional de San Martin-Tarapoto. Cada muestra fue
codificada de la siguiente manera: Departamento-Provincia-Sector-variedad del cultivo-
parte de la planta-nimero consecutivo. Para el caso de campos con incidencia de afiublo
bacterial de la panicula, las espigas y granos afectados fueron colocados en sobres de

papel, correctamente identificados.

2.2.  Aislamiento de microorganismos

Para bacterias endofiticas se siguio la metodologia descrita por Sun et al. (2008)
para endofitos de raiz, hojas y tallos. EI material vegetal fue lavado con agua corriente,
sumergidas en alcohol etilico 70° GL por 3 minutos y luego lavadas con solucién de
hipoclorito de sodio al 2,5% por 5 minutos, enjuagadas en alcohol 70° GL por 30 s, y
finalmente enjuagadas 5 veces en agua destilada estéril, para confirmar el proceso
satisfactorio de esterilizacion, se sembré una alicuota de la Gltima agua de enjuague en
TSA 'y fue incubado a 30°C por 3 dias. Solo las muestras que evidenciaron ausencia de
contaminantes fueron tomadas en cuenta para el proceso de aislamiento. Las muestras
esterilizadas en superficie fueron maceradas empleando mortero y pistilo estériles.

Se realiz6 el aislamiento por grupos funcionales: Para el caso de Bacillus, el
extracto de tejidos fue recogido en tubos estériles y sometido a tratamiento térmico a
70°C por 10 minutos, inmediatamente fue sometido a choque térmico en un bafio de
agua helada por 10 minutos y diluido hasta 10-6 e inoculado en agar TSA, luego
incubados a 28°C por 72 horas (Ji et al. 2014). Para Burkholderia y Pseudomona, el
extracto fue diluido hasta 10-4 e inoculado en Agar King B (Barraza et al. 2017). Para
actinobacterias las muestras fueron sembradas en Agar Caseinato Dextrosa (Teixeira et
al. 2007). Para el aislamiento de microorganismos endofitos de semillas se sigui6 la
metodologia sugerida por Cottyn et al. (2001). 10 g de semillas fueron esterilizadas en
superficie y trituradas como en el procedimiento mencionado lineas arriba. Las
diluciones de los extractos fueron sembradas en medio TSA. Para el aislamiento de B.
glumae, la metodologia seguida sera de acuerdo a Cottyn et al. (2001), los granos

esterilizados en superficie, asi como los extractos obtenidos fueron sembrados en el



medio selectivo modificado CCNT (Kawaradani et al. 2000). EI medio selectivo CCNT
fue modificado para el presente estudio de acuerdo a la siguiente composicion, Extracto
de Levadura, 2 g L-1; Peptona, 1 g L-1; Meso-inositol, 4 g L-1; Cetrimide, 10 mg L-1;
Cloranfenicol, 10 mg L-1; Novobiocina, 10 mg L-1; Agar, 18 g L-1; Agua destilada,
1000 ml. El pH del medio se ajustd a 4.8 y las placas fueron incubadas a 41°C durante 4
dias. La aparicion de colonias alrededor de los granos de arroz, con aparicién de un
pigmento amarillo fluorescente, que indicaria la presencia de toxoflavina, es un

indicativo positivo de la presencia de B. glumae y/o B. gladioli.

2.3. Conservacion de microorganismos

Todos los aislamientos presuntivos de los géneros Bacillus, Burkholderia y
Pseudomonas, fueron estriados y purificados en agar Soya Triptona (TSA), para las
actinobacterias fue el Agar Caseinato Dextrosa (ACD). Todas las cepas fueron
conservadas a corto y mediano plazo, en Cufia de agar y en crioviales conteniendo

glicerol al 30% y almacenadas a -30°C, respectivamente.

2.4. Caracterizacion de bacterias endéfitas

2.4.1. Actividad inhibitoria frente a Burkholderia glumae cepa THT.

El proceso de seleccion se realizd en dos etapas, la primera denominada
busqueda primaria, el cual consistio en evaluar la capacidad inhibitoria de muchas cepas
contra el patdgeno, seleccionando aquellas que producian un halo de inhibicion.
Aquellas cepas positivas fueron evaluadas en una segunda etapa de seleccion,
denominada busqueda secundaria, el cual consisti6 en ensayar las cepas de
microorganismos con repeticiones para evaluar el tamafio del halo de inhibicién. En
ambos casos se emple6d la metodologia sugerida por Lima et al. (2017), empleando
discos de papel de filtro. Las cepas de bacterias endofiticas fueron estriadas en Agar
TSA, para verificar la pureza del cultivo. Por otro lado, las cepas de B. glumae THT,
aislada de campos de la regién San Martin, identificada y depositada en el cepario del
Laboratorio. La cepa indicadora fue sembrada (100 pL) en superficie en placas de Petri
conteniendo medio King B. Cada colonia fue sembrada en 2 ml de medio liquido LB, e
incubada a 180 rpm a 30°C por 48 horas. Una alicuota de 20 uL de medio LB
correspondiente a cada bacteria endofitica fue colocada alrededor de una placa de Petri
conteniendo la cepa de B. glumae THT y fueron incubadas a 30°C por 72 horas. Las

cepas que mostraron un halo de inhibicién, al menos < 2 mm, fueron seleccionadas para



la segunda fase. Para la busqueda secundaria, cada cepa que mostré actividad inhibitoria
de crecimiento contra B. glumae THT, fueron adsorbidos en disco de papel de filtro
estéril (6 mm) y se procedié a incubar bajo las mismas condiciones mencionadas
anteriormente. Los ensayos fueron realizados en cuadruplicado, de tal modo que la
disposicion de las cepas bacterianas endofiticas fuera alterada de tal forma para eliminar

interferencias entre las cepas y en la produccién de sustancias antimicrobianas.

2.4.2. Amplificacion y secuenciacion del gen 16S rRNA en bacterias endéfitas con
capacidad inhibitoria a B. glumae THT.

La identificacion taxondmica se realiz6 mediante el analisis de la secuencia del
gen ribosomal 16S rRNA. El gen fue amplificado mediante PCR usando los cebadores
fD1 y rD1 (Weisburg et al. 1991). La especificidad de la amplificacién fue verificada
visualizando los productos de PCR en un transiluminador UV luego de separarlos por
electroforesis en geles de agarosa al 1% vy tefiirlos con GelRed (Biotium Inc.). Los
productos de PCR fueron secuenciados con la tecnologia Sanger como servicio externo
en la compafiia Macrogen (Seul, Corea). Las secuencias obtenidas fueron analizadas en

el servidor EzBioCloud para determinar su afiliacion taxonomica (Yoon et al. 2017).

2.5. Caracterizacion de cepas de Burkholderia glumae

2.5.1. Estimacion de la diversidad genética de cepas de Burkholderia glumae.

Las cepas de Burkholderia fueron sembradas en TSB incubandose a 30 °C y en
agitacion a 120 rpm el tiempo necesario (24 h) hasta alcanzar la fase final de
crecimiento logaritmico (DO600 de ~ 0,6). Posteriormente, las células fueron recogidas
mediante centrifugacion a 12 000 rpm x 3 minutos, a temperatura ambiente. Para la
obtencion de ADN gendmico se utilizo un kit comercial, siguiendo las instrucciones del
fabricante. La integridad del ADN extraido fue evaluada y visualizada en un
transiluminador UV luego de ser sometido a electroforesis en gel de agarosa al 1% en
tampon Tris Borato (TBE) y tincion con GelRed (Biotium Inc.). Se utilizd6 como
marcador de peso molecular ADN del fago Lambda digerido con la enzima Hindll. La
cuantificacion del ADN se llevé a cabo utilizando un espectrofotometro NanoDrop,
modelo ND1000 (Thermo Fisher Scientific, USA). EI ADN extraido fue almacenado a -
20°C. Para estimar la biodiversidad se generaran perfiles genémicos empleando los
cebadores BOX (Averiguar cuales son los primers), segin describe de De Bruijn
(1992). Los productos de PCR se separaran en geles de agarosa al 1,2 % preparados en
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tampon TBE. La electroforesis fue realizada empleando una corriente continua de 60 V
y los geles fueron fotografiados bajo luz UV. Como marcador de tamafio molecular se
utilizo una escalera de fragmentos de ADN de 100 pb a 10 kb. El analisis comparativo
de los perfiles electroforéticos obtenidos mediante REP-PCR fue realizado empleando
el paquete informatico InfoQuest FP (Version 4.5) (Bio Rad), que contiene el algoritmo
UPGMA basado en el coeficiente de Pearson. Todos los aislamientos con un nivel de
similitud igual o superior a 90% en sus perfiles genémicos fueron considerados clonas
de una misma cepa y se eligio un solo representante para la identificacién taxonémica.
Se calculard el indice de diversidad a nivel de cepa (Hc) como el cociente entre el

numero de cepas y el nimero total de aislamientos.

2.5.2. Amplificacion y secuenciacion parcial del gen 16S rRNA de cepas
representantes de B. glumae.

La identificacion taxondmica se realiz6 mediante el analisis de la secuencia del
gen ribosomal 16S rRNA, tal como se describi6 lineas arriba para las bacterias endofitas

con capacidad inhibitoria a B. glumae THT.

2.6.  Evaluacion de principales factores de virulencia en cepas de B. glumae

2.6.1. Evaluacion de la virulencia de cepas de B. glumae y B. gladioli.

Se seguird la metodologia sugerida por Karki et al (2012). Se emplearan las
siguientes cepas control: B. glumae THT (control positivo), Rhizobium tropici CIAT
899 (control negativo), ademas de las cepas presuntivas de ser B. glumae. Las cepas de
bacterias aisladas de granos y otros tejidos vegetales, creciendo en medio CCNT
modificado, con produccion de toxoflavina alrededor de las colonias, fueron criterios
que permitieron seleccionar el cepario. Las cepas fueron reactivadas, reestriadas y
purificadas en TSA e incubadas a 30°C por 48 horas. Una colonia representativa de
cada cepa fue sembrada en un tubo tapa rosca conteniendo 2 ml de caldo Soya Triptona
(TSB), y fueron incubadas en agitacion a 30°C por 48 horas. Los indculos fueron
lavados mediante 2 centrifugaciones sucesivas a 10000 rpm por 5 minutos. Cada cepa
fue colocada en microtubos estériles para este procedimiento. Los sobrenadantes son
desechados y los pellets bacterianos fueron resuspendidos hasta tres veces en una
solucion de Cloruro de Magnesio (MgCl2) 10mM estéril (Tomar 1 ml de solucién de
MgCl21.0 M en 99 ml de agua destilada). Se midi6 la Densidad Optica de cada uno de

los tratamientos con células lavadas, y fueron estandarizados todos los indculos a una
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poblacion de 5 x 10° UFC mlt (D.Oswo nm= 0.1). Para la prueba de maceracion de
catafila de cebolla, se escogid la variedad “criolla” donde las catafilas fueron colocadas
en placas de Petri limpias a razén de cuatro catafilas por cepa. Se utilizd un disefio
experimental completamente aleatorio (DCA), donde un tratamiento control positivo fue
la cepa de B. glumae THT y como control negativo la cepa de Rhizobium tropici CIAT
899, ambas depositadas en el cepario de Microbiologia Agricola “Raul Rios Reategui”.
Las catafilas fueron inoculadas por la cara interna de la misma, empleando 5 pL de
suspension bacteriana, utilizando la punta de una micropipeta (1-10 pL). Las placas de
Petri conteniendo las catafilas fueron incubadas a 30°C por espacio de 48 horas. La
virulencia de cada una de las cepas, fue determinada al medir el area macerada de las
cuatro catafilas (mm). Para evaluar el potencial fitopatogénico, se midio el area de

maceracion (mm?2).

2.6.1.1. Produccién de Toxoflavina.

Se realizd una valoracion cualitativa de la intensidad del color amarillo
producida por las cepas de B. glumae sembradas por estrias sucesivas en medio de
cultivo Agar King B e incubados a 37°C durante 48 horas. Ambas pruebas fueron
valoradas empleando la siguiente escala: -: Sin produccion de toxoflavina, +: Baja

produccién, ++: Intermedia produccién y +++: Elevada produccién (Karki et al. 2012).

2.6.1.2. Produccion de pigmentos.

Se empled la metodologia sugerida por Karki et al (2012). El cepario de
presuntas B. glumae fue sembrado en Agar King B, para verificar la pureza del cultivo.
Las cepas de B. glumae fueron sembradas de acuerdo a la figura 1, en el medio CPG
(Casaminoacidos, 1,0 g; Peptona 10,0 g; glucosa 10,0 g; Agar 18.0 @), y seran
incubadas a 30°C por 14 dias. Los pigmentos pueden ser amarillo-verdosos, azules,

pUrpuras y marrones.

2.6.1.3. Produccidn de enzimas extracelulares.

Para la produccioén de proteasas se empled la metodologia sugerida por Kim et al
(2018), para celulasas la metodologia sugerida por Mateos et al (1992) y para
poligalacturonasas (pectinasas) la metodologia sugerida por Degrassi et al (2008). Las
cepas de B. glumae fueron estriadas en medio Agar TSA para verificar la pureza del
cultivo. Las cepas nativas de B. glumae fueron sembradas en caldo LB a 37°C e

incubadas en shaker a 200 rpm. 1 ml de cultivo de B. glumae cultivado overnight fue
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lavado con medio LB fresco empleando una micro centrifuga, luego se resuspendié la
suspension bacteriana hasta realizar una suspension de concentracion final 1.0 (DOsoo
nm). EI medio de cultivo para la actividad proteasa fue el agar nutritivo suplementado al
momento del servido con aproximadamente 1% de leche descremada, bajo condiciones
estériles. Para la actividad celulasa y poligalacturonasa se emple6 el Agar
Carboxilmetilcelulosa (CMC) y el Agar Pectina, respectivamente. Se sembraron 5 pL
de suspension bacteriana en las placas de cada medio y fueron incubadas a 37°C por 48
horas. La actividad proteasa, celulasa y poligalacturonasa se determiné midiendo el halo
de hidrolisis formado alrededor de las colonias, expresado como superficie de hidrolisis

(mm?).

2.6.1.4. Sensibilidad a agentes bactericidas.

Se empled la metodologia sugerida por Kim et al (2018) para el ensayo de
sensibilidad al peroxido de hidrégeno (H202) y Maeda et al (2004b) para el ensayo de
sensibilidad al 4cido oxolinico (OA). Las cepas de B. glumae fueron estriadas en medio
Agar King B para verificar la pureza del cultivo. Las cepas fueron sembradas en caldo
LB a 37°C e incubadas en shaker rotando a 200 rpm. Cada cepa fue cosechada, lavada y
resuspendida (100 puL) empleando medio LB. Discos estériles fueron embebidos en
solucidn al 30% de H20>, colocandose sobre la placa de Petri creciendo cada cepa de B.
glumae. Las placas tratadas fueron incubadas a 37°C por 24 horas. Las zonas de
inhibicion reflejando la sensibilidad bacteriana fueron medidas y se expres6 como area
de inhibicion (mm?). Para el ensayo de sensibilidad al OA, se emplearon discos
embebidos con 0, 10, 50, 100, 250 y 500 ug ml™ a partir de una suspension de OA (20%
WI/V), los cuales fueron colocados sobre una placa de agar Miiller-Hinton sembrada en

superficie con cada cepa de B. glumae.

2.6.1.5. Ensayos de motilidad.

Se empled la metodologia sugerida por Kim et al (2018). Las cepas de B. glumae
fueron estriadas en medio Agar King B para verificar la pureza del cultivo. Las cepas
fueron sembradas en caldo LB a 37°C e incubadas en shaker rotando a 200 rpm. Cada
cepa fue cosechada, lavada y resuspendida (100 uL) empleando medio LB. El agar LB
suplementado al 0.3% de agar fue empleado para evaluar la capacidad de Swarming y al
0.7% agar para evaluar la capacidad Swimming de cada una de las cepas de B. glumae.
Ambas pruebas fueron valoradas empleando la siguiente escala: -: Sin motilidad, +, ++

0 +++: Grado de capacidad Swimming y/o Swarming.
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2.7.  Andlisis estadistico

Los datos resultantes de actividad inhibitoria, produccion de sideréforos y
evaluacion de la virulencia fueron evaluados mediante el test de normalidad Anderson-
Darling y verificacion de la Homocedasticidad. Cumpliendo ambos requisitos se
procedi6 a realizar el ANOVA paramétrico, usando el test de Tukey al 95% como test
de comparaciones multiples, con el objetivo de ver diferencias significativas entre

tratamientos..



CAPITULO 1
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Colecta de material vegetal

Se realizaron colectas de plantas procedentes de Piura (3), Tumbes (4),
Amazonas (7) y San Martin (8), todas principales zonas arroceras del norte del pais. Las
muestras colectadas fueron plantas enteras, las que fueron segmentadas en raiz, tallo,
espigas, hojas y granos, inmediatamente fueron separadas y almacenadas a 4°C para su
transporte y procesamiento en el Laboratorio de Microbiologia Agricola “Raul Rios
Reategui”, Facultad de Ciencias Agrarias, UNSM-T. Las muestras fueron identificadas
de acuerdo a las iniciales de la zona para la posterior codificacion de las cepas. Pudo
constatarse que la variedad “La Esperanza”, represent6 el 36,4% de las muestras
obtenidas, y con excepcion de Piura, se cultiva en los demas departamentos. Seguido de
la variedad “La Puntilla”, que representa el 22,7%, y solo colectada en la region costa
norte (Piura y Tumbes). La variedad “Feron” es también muy apreciada por los
agricultores arroceros, sin embargo en nuestro estudio solo representé el 18,2% de las
colectas, otras variedades puntuales fueron muestreadas de la zona de colecta. Debido a
que la microbiota de las plantas varia de acuerdo a su etapa vegetativa, las muestras
variaron en su etapa vegetativa desde los 56 a los 128 dias (desde macollamiento hasta

llenado de granos) (Ver tabla 1).

3.2.  Aislamiento y conservacion de enddfitos bacterianos

Los endofitos son microorganismos capaces de colonizar el tejido interno de la
planta sin ocasionar efectos perjudiciales al huésped (Schulz y Boyle 2006; Eljounaidi
et al. 2016; Afzal et al. 2019). Las bacterias endofitas brindan una serie de ventajas a la
planta, siendo las principales: El biocontrol de fitopatdgenos y la produccién de factores
de promocion del crecimiento (Hong y Park 2016). El arroz, constituye el modelo mas
estudiado para la interaccion planta - bacteria endofita (Bacilio-Jiménez et al. 2001;
Mano y Morisaki et al. 2008). Se ha reportado bacterias endofitas en los tejidos de arroz
a nivel de raiz (Etesami et al. 2014; Chung et al. 2015), hojas (Mano et al. 2007), tallos
(Elbeltagy et al. 2000, 2001; Bertani et al. 2016) y semillas (Elbeltagy et al. 2001,
Verma et al. 2001; Okunishi et al. 2005; Walitang et al. 2017). Los endofitos
bacterianos en arroz pueden ser catalogados como patégenos humanos (Rosenblueth y

Martinez-Romero 2006), bacterias con potencial patogénico (Singh et al. 2013,
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Prasertsincharoen et al. 2015), hasta ambientalmente seguras como los rizobios
(Piromyou et al. 2015).

Se obtuvieron 189 cepas de bacterias endofitas. La mayor cantidad de cepas
fueron recuperadas de la region San Martin (36,0%) y tan solo 14,8% fueron
recuperados de la regién Piura. De acuerdo al tipo de 6rgano de la planta de arroz, los
enddfitos radiculares fueron los méas abundantes (33,9%), seguido del tallo (26,5%) y
hojas (19,0%), inclusive el grano (14,3%) (Tabla 2). La composicién de la flora
endofitica en el arroz estd influenciada por el tipo de érgano, la variedad, la etapa
vegetativa del cultivo y las condiciones edafocliméaticas (Mano et al. 2007). En el
presente estudio, la recuperacion de verdaderos endofitos de los géneros Bacillus,
Pseudomona y Actinobacteria fue mayor en la raiz y en el tallo, tal como lo reportaron
Mbai et al (2013). Las bacterias enddfitas provienen del suelo (Berg et al. 2013),
pasando transitoriamente como enddfitas (Edwards et al. 2015), y finalmente solo
algunas seleccionadas son transmitidas a nivel de grano (Gholamalizadeh et al. 2019).

Tabla 2
Distribucion de acuerdo al origen de las muestras de arroz y el tipo de 6rgano
seleccionado para el aislamiento de bacterias endofiticas de arroz.

Departamento Raiz Hoja Tallo Panicula Grano  Total
Piura 14 0 10 4 0 28
Tumbes 19 6 9 8 4 46
Amazonas 11 11 17 0 8 47
San Martin 20 19 14 0 15 68
Subtotal 64 36 50 12 27 189
% 33,9 19,0 26,5 6,5 14,3

La mayor proporcion de recuperacion de bacterias endofitas de raiz y tallo, se
fundamenta en la diversidad y disponibilidad de nutrientes: La diversidad de nutrientes,
puede explicarse en los fotosintatos derivados del proceso fotosintético, que en plantas
como el arroz, hasta un 29% de los metabolitos producto de la fotosintesis son
derivados de los exudados radicales (Lynch y Whipps 1990). Bacilio-Jiménez et al
(2003), reporto una diversidad de aminoacidos y carbohidratos son responsables de las
respuestas quimiotacticas responsables de la colonizacion endofitica de
Corynebacterium flavescens y Bacillus pumilus en arroz. Asi mismo, la proporcion de
bacterias endofitas en diferentes etapas del cultivo, puede explicarse de acuerdo al perfil
de exudados radicales, el cual es diferente en cada etapa del cultivo de arroz (Yuan et al.

2016). Aulakh et al (2001), demostr6 que la produccién de exudados radicales
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increment6 desde la etapa vegetativa hasta antes de la floracion, y decrecié durante la
madurez.

Por otro lado la disponibilidad de nutrientes, ya que se ha reportado que los
endofitos bacterianos son capaces de colonizar el cortex atravesando la endodermis en
el tejido vascular, alli residen en los espacios intercelulares (apoplasto) y el sistema
vascular (Mano et al. 2008). El apoplasto representa el espacio por fuera de la
membrana plasmatica, que incluye la pared celular y esta involucrado en el transporte e
intercambio de solutos, metabolitos y proteinas entre las células y los tejidos, siendo el
nicho preferido por las bacterias endéfitas (Romero et al. 2019). Es a través del sistema
vascular, donde las bacterias enddfitas se dispersan de manera sistémica en la parte
aérea, colonizando flores, paniculas y granos (Reinhold-Hurek et al. 2007).

El caracter endofitico de las bacterias en estudio fue asumido mediante la prueba
de desinfeccion de las partes vegetales, debido a que una vez realizado el proceso de
desinfeccion se inoculd el diluyente del altimo enjuague, y solo aquellas placas con
ausencia de contaminacion, fueron empleadas para el aislamiento de endofitos. Todas
las cepas fueron conservadas a corto y mediano plazo, empleando el método de la cufia
de agar y criopreservacion en glicerol al 30% a -25 + 5 °C. Para ser considerado un
“verdadero” endofito, Reinhold-Hurek and Hurek (1998), recomendaron, no solamente
el aislamiento a partir de superficies esterilizadas, también la evidencia de colonizacion
a traves de microscopia de fluorescencia o Laser Confocal (Verma et al. 2004; Sanchez-
Lopez et al. 2018). Cuando no se cumple este ltimo criterio, las bacterias pasan a

denominarse “endofitos putativos” (Rosenblueth y Martinez-Romero 2006).

3.3.  Seleccidén primaria y secundaria de endofitos bacterianos con capacidad

inhibitoria contra Burkholderia glumae THT

En la seleccion primaria, solo 34 de los 189 enddfitos bacterianos (18,0%)
fueron evaluados por su capacidad de inhibir el crecimiento de B. glumae THT. La
inhibicion de crecimiento fue variable desde 0,01 — 4,51 como éarea de inhibicion (cm?).
El 41,2% de las cepas con actividad inhibitoria contra B. glumae THT fueron aisladas
de Tumbes, seguidos del 35,5% de cepas procedentes de San Martin. La cepa AMH12-
02 procedente de Amazonas fue la cepa que mostré una mayor area de inhibicion de
crecimiento. Finalmente las cepas procedentes de Piura, mostraron una actividad

minima (Tabla 3, Figura 1 y Figura 2).
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Tabla 3
Busqueda primaria de cepas con actividad inhibitoria contra Burkholderia glumae
THT.

Cepa de bacteria Area de Cepa de bacteria Area de
endofitica inhibicion (cm?)* endofitica inhibicion (cm?)*
PIR01-11 0,28 AMH12-02 4,51
PIR01-12 0,27 AMRO09-09 3,2
PIT01-03 0,25 AMR09-06 3,2
TURO04-04 4,27 AMRO09-07 2,67
TURO04-01 3,86 AMH09-02 0,26
TURO04-03 3,14 SMBR13-04 2,52
TUTO05-02 2,89 SMBH14-02 2,5
TURO07-04 2,83 SMNCT17-02 2,34
TURO07-08 2,69 SMNCT17-03 1,36
TURO05-02 2,43 SMNCH17-07 1,2
TUCCNTO04-06 1,41 SMNCR18-03 0,78
TUROQ7-02 14 SMNCH16-06 0,71
TUTO07-02 0,93 SMNCT18-03 0,6
TUCCNTO06-01 0,59 SMBR15-04 0,51
TUHO05-02 0,26 SMBH14-03 0,4
TUHO05-03 0,2 SMNCH17-04 0,32
TUGO06-01 0,01 SMNCG17-01 0,02

* Medicion del halo a partir de una sola medicion.

La cepa B. glumae THT fue aislada de la variedad “La Esperanza” presentando
sintomas del afiublo bacterial de la panicula creciendo en la Banda de Shilcayo, San
Martin y presenta gran virulencia tanto en catafila de cebolla como en inoculacién
experimental en arroz, razones por la cual fue considerada como cepa patron. El afiublo
bacterial de la panicula, constituye una enfermedad de gran relevancia en el cultivo de
arroz, no solo por su capacidad de mermar el rendimiento hasta en un 75% en campos
severamente infestados (Ham et al. 2011), también debido a que es considerado un
patogeno transmitido por semilla (Hikichi et al. 1993a), pero sobre todo por el potencial
de incrementarse bajo el escenario del calentamiento global debido a que los rangos de
temperatura Optimas para el crecimiento de este patdgeno son relativamente altos
(Mizobuchi et al. 2016).
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Figura 1. Area de inhibicién (cm?) del crecimiento de Burkholderia glumae THT en medio TSA a 48
horas de crecimiento
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Figura 2. Efecto inhibitorio de cepas de bacterias endofiticas contra Burkholderia glumae THT

Las alternativas de control contra B. glumae, van desde el control quimico,

control cultural y el control biolégico (Ham et al. 2011). Dentro de las alternativas de
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control quimico, el antibidtico derivado de la quinolina, el &cido oxolinico ha resultado
ser efectivo (Hikichi 1993b, Hikichi et al. 1995), sin embargo se encuentra prohibido en
paises como EE.UU, inclusive se ha reportado niveles de resistencia entre cepas de B.
glumae (Hikichi et al. 2001; Maeda et al. 2004a y b, 2007a y b). El control cultural
empleado para reducir la incidencia de la enfermedad van desde el manejo adecuado del
cultivo en el periodo de siembra, evitando que el momento de la floracién y llenado de
grano se produzca en época de lluvia, elevada humedad atmosférica y temperatura, asi
como baja radiacion solar (SENASA 2015), asi mismo hacer un uso eficiente del
nitrégeno (NUE) reduce los niveles de incidencia de la enfermedad (Torres-Chévez et
al. 2019 Comunicacion personal), e incluso el tratamiento térmico de semillas a 65°C
durante 6 dias (Betancur 2011). El uso de variedades resistentes a B. glumae, también
constituye una opcion viable para los fitomejoradores del cultivo (Ham et al. 2011,
Mizobuchi et al. 2018; Shrestha et al. 2018).

El control biol6gico contra B. glumae es una opcién interesante para el manejo
del afublo bacterial de la panicula, a comparacién de las alternativas arriba
mencionadas, complementa el manejo integrado de la enfermedad (Betancur 2011;
Shrestha et al. 2016). Las estrategias biol6gicas empleadas para reducir el crecimiento e
incidencia de la enfermedad por B. glumae han ido desde el uso de bacteri6fagos
especificos (Adachi et al. 2012), Paenibacillus polimixa JH2 productora de enzima
degradadora de Toxoflavina (Jung et al. 2011; Koh et al. 2011), busqueda
metagenomica de enzimas degradadoras de toxoflavina (Choi et al. 2018), Bacillus
amyloliquefasciens (Shrestha et al. 2016), Bacillus oryzicola (Chung et al. 2015),
Quorum quenching a través de Burkholderia sp KJ006 enddéfita de raiz transformada
para la interrupcion del Quorum Sensing mediante la produccion de N-acyl homoserine
lactonasa (Cho et al. 2007), empleo de cepas avirulentas de Burkholderia (Furuya et al.
1991; Miyagawa y Takaya 2000) y empleo de bacteria predatora Bdellovibrio
bacteriovorus (Song 2004). Recientemente, Riera-Ruiz et al (2018), reportdé que
Burkholderia gladioli presenta efecto inhibitorio contra B. glumae, sin embargo debera
investigarse los potenciales metabolitos involucrados en la supresion de B. glumae,
debido al potencial fitopatogénico de B. gladioli. Suarez-Moreno et al (2019), report6
que Streptomyces cepa A20 fue capaz de inhibir el crecimiento “in vitro” de distintas
cepas de B. glumae en Colombia.

En la seleccién secundaria, solo 9 cepas con respecto a los 34 endofitos

bacterianos procedentes de la seleccion primaria (26,5%) y a las cepas totales aisladas
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(4,8%), fueron confirmadas con una actividad inhibitoria mayor a 150 mm? (Tabla 4,
Figura 3). Solo 5 cepas (55,6%) fueron procedentes de Tumbes, 3 cepas de San Martin
(33,3%) y solo 1 (11,1%) cepa procedente de Amazonas. El 55,6% (5) de las cepas
fueron endofitos radicales, el 22,2% (2) procedieron del tallo, al igual que los
procedentes de hoja. No se reportan endofitos con capacidad inhibitoria del crecimiento
contra B. glumae THT procedentes de espiga ni de grano, probablemente debido a que
la composicion y diversidad de bacterias antagonistas son especificas de cada
microambiente en la planta (Berg et al. 2013).

Tabla 4

Caracteristicas de inhibicion de crecimiento sobre Burkholderia glumae cepa THT, por
9 bacterias endofitas de arroz procedentes de zonas de cultivo en la zona norte del
Perd.

Bacteria endéfita de arroz Area de inhibicion de crecimiento

(mm?)
Bacillus megaterium TURO07-04 283 (£38)D
Burkholderia vietnamiensis TUR04-03 517 (+16) B
Bacillus megaterium TUT05-02 301 (x7)CD
Bacillus velezensis TUR07-02 254 (x8) D
Burkholderia viethamiensis TUR04-01 618 (£ 25) A
Bacillus aryabhattai AMH12-02 330 (x13)C
Bacillus aryabhattai SMBR13-04 158 (+x9) E
Bacillus megaterium SMBH14-02 180 (x5 E
Bacillus subtilis subsp. stecoris SMNCT17-02 245 (+ 9) DE
CV (%) 8,64

Promedio y error estdndar (n=6) seguido por la misma letra no son significativos al 5% de
probabilidad por el test Tukey.

N
SMBH 14-02

T Rm_u;\‘ TUR04-01

Figura 3. Actividad inhibitoria de cepas de bacterias endofiticas contra Burkholderia glumae THT en
medio TSA incubado a 30°C por 72 horas
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Con respecto a la variedad de origen de las cepas endoéfitas, se puede observar
que el 55,6% de las cepas procedieron de la variedad “La Esperanza”, mientras que solo
el 22,2% de las cepas provinieron de la variedad “Tinajones”, finalmente de las

variedades “La puntilla” y “Feron”, fueron obtenidas 1 cepa, respectivamente.

3.4. Caracterizacion morfocolonial, bioquimica y determinacién filogenética de
enddfitos bacterianos seleccionados en base al gen 16S rRNA

Los endofitos bacterianos con actividad inhibitoria de crecimiento contra B.
glumae THT corresponden a los géneros Burkholderia y Bacillus, de acuerdo al analisis
filogenético de la secuencia completa del gen 16S rRNA (Tabla 5 y Tabla 6). Son
variados los reportes donde se resalta la importancia de seleccionar bacterias endéfitas
como excelente candidatos para agentes de biocontrol (Chen et al. 2019).

Las cepas TUR04-01 y TUR04-03 presentaron un 99,93 y 99,72% de similitud
respectivamente y afiliacion taxondmica con B. vietnamiensis LMG 10929'. Por su
versatilidad ecoldgica, habilidad de usar una gran variedad de compuestos como Unica
fuente de carbono y de produccion de metabolitos secundarios, no sorprende que el
género Burkholderia constituya una alternativa de biocontrol para otros miembros del
mismo género (Parke y Gurian-Sherman 2001; Riera-Ruiz et al. 2018) e incluso de la
misma especie (Furuya et al. 1991; Miyagawa y Takaya 2000), por lo que B.
vietnamiensis presenta potencial de biocontrol contra fitopatdgenos (Zhang et al. 2012).

Las cepas SMBH14-02, TUT05-02, TURO07-04, presentaron un 99,79, 100 y
99,93% de similitud respectivamente y afiliadas taxonémicamente con Bacillus
megaterium NBRC 15308". Las cepas AMH12-02 y SMBR13-04, presentaron un 99,93
y 100% de similitud, respectivamente y afiliadas taxonémicamente con Bacillus
aryabhattai B8W22'. La cepa SMNC17-02, presentd una afiliacion taxondmica con
Bacillus subtilis subsp. stecoris D7XPN1T en un 99,76%, y finalmente la cepa TURO7-
02 un 99,78% similar a la cepa Bacillus velezensis CR-502" (Tabla 5 y Tabla 6).

El género Bacillus tiene un uso potencial en el biocontrol de bacterias
fitopatdgenas, produciendo una serie de lipopéptidos como la iturina y la surfactina, asi
como otros mas particulares como la jinggangmicina (Peng et al. 2014). Beri¢ et al.
(2012), Report6 que la cepa de Bacillus subtilis SS12,9 present6 actividad inhibitoria
contra B. glumae. B. subtilis ha sido ampliamente reportado como controlador biol6gico
de bacterias fitopatdgenas (Peng et al. 2014; Xie et al. 2018), en otro estudio Durairaj et

al (2017) reportd que Bacillus stratosphericus, inhibio el crecimiento de B. glumae
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después de haber enriquecido el medio de cultivo con diferentes fuentes de nitrégeno y

carbono.

3.5.  Produccion de siderdforos por endofitos bacterianos seleccionados

La oxidacion del hierro (Fe** a Fe®") se da en presencia de oxigeno y a pH
neutro, siendo poco viable para las bacterias, es por ello que la produccion de
sideroforos constituye una estrategia directa para la nutricion bacteriana en condiciones
limitantes de Fe (Vial et al. 2007). El 44,4% de los enddéfitos bacterianos produjeron
siderdforos en medio de cultivo con trazas de Fe**, mientras que el 66,7% produjeron
sider6foros en medio desferrado. Todas las cepas incrementaron la produccién de
sideréforos cuando en el medio liquido hubo privacion del Fe3*.

Las cepas de B. viethamiensis TUR04-01 y TURO04-03, produjeron la mayor
concentracion de sideroforos solubles, tanto en condiciones de Fe3* como en medio
desferrado (Tabla 7 y Figura 4). Se ha reportado que el Salicilato, la ornibactina y la
maleobactina constituyen los siderdéforos mas comunes producidos por el género
Burkholderia (Franke et al. 2015), asi Darling et al (1998), reporté que el 87% de los
aislamientos de B. vietnamiensis presentaron produccion de Ornibactina. Es posible que
las cepas de B. vietnamiensis TUR04-01 y TURO04-03 que produjeron una mayor
cantidad de sideroforos, produzcan uno o mas tipos de sideroforos, sobretodo en
condiciones limitantes de Fe®", debido a que la afinidad por el Fe es variable (Esmaeel
et al. 2016).



Tabla b

Origen, procedencia, caracteristicas microscépicas y bioguimicas de cepas de enddfitos bacterianos de arroz con capacidad antagonista contra
Burkholderia glumae THT.

Cepa de

Caracteristicas

bacteria Organo Origen Variedad | I_Espegle mlas Caracteristicas microscopicas bioguimicas Cédigo
endofita de e geografico arieda re amoni_ o*a acepa -, Utilizacion Fermentacion NCBI
aArroz origen Ipo Gram Esporas Forma Agrupacion de citrato  de la Glucosa
TUR04-03 La Noria, San Burkholderia - . CB | " + MK449433
. . viethamiensis
Raiz Juan de la Tinajones Burkholderia
TURO04-01 Virgen, Tumbes . o - - CB | + + MK449435
vietnamiensis
Los Cedros, San La
TUT05-02 Tallo Juan de la . Bacillus megaterium + + B | - + MK449447
. puntilla
Virgen, Tumbes
TURO07-04 Las Brujas, San La Bacillus megaterium + + | - + MK449448
Raiz Juan de la . i
TURO07-02 Virgen, Tumbes Esperanza  Bacillus velezensis + + | - + MK449441
Huarangopampa, La
AMH12-02 Hoja Bagua Capital, E Bacillus aryabhattai + + B | - + MK449446
speranza
Amazonas
. Santa Catalina, La . .
SMBR13-04 Raiz Bellavista, San  Esperanza Bacillus aryabhattai + + CB | + + MK449444
SMBH14-02  Hoja Martin Feron Bacillus megaterium + + B I - + MK449443
La union, Nuevo La Bacillus subtilis subs
SMNCT17-02 Tallo  Cajamarca, San E . P. + + B I - + MK449440
speranza stecoris

Martin

*|dentificacion mediante la comparacion del gen 16S rRNA. Forma: Cocobacilo (CB); Bacilo (B). Agrupacion: Individual: (I)

€¢



Tabla 6
Porcentajes de similitud de secuencias del gen 16S rRNA con cepas tipo de diferentes
géneros usando el programa EZ-Biocloud.

Especies tipo mas relacionada. Similitud Pares . .
Cepa M ' de Microfotografia
Cepa tipo % b
ases
SMNCT17-02 Bacillus subtilis subsp. stecoris 99.76 1437

D7XPN1 ™

TURO07-02 Bacillus velezensis CR-502 (M 09,78 1402

Bacillus megaterium NBRC

SMBH14-02 15308 (M

99,79 1438

AMH12-02  Bacillus aryabhattai B8W22 (M 99,93 1379

Bacillus megaterium NBRC

TUT05-02 I5n08™ 100 1403
TURo7-04  BRCHUSMEGRETUMNBRC 9995 1379
TUR04-03 B”rkh‘l’_'&eg‘i(‘)’;eztgwe”“s 9993 1403
TUR04-01 Burkholderia vietnamiensis 99.72 1491

LMG 10929 (M

SMBR13-04  Bacillus aryabhattai B8wW22 M 100 1466




Tabla 7
Caracteristicas de produccion de sideroforos y degradacion de toxoflavina sobre Burkholderia glumae cepa THT por 9 bacterias endofitas de
arroz procedente de zonas de cultivo en la zona norte del Perd.

) o Produccion de sideroforos (%0) Degradacion de Toxoflavina
Bacteria endofita de arroz + Ee? - Eeb #20pgml ' **30 pgml ' **40 pg ml *
Bacillus megaterium TURO07-04 ND ND +++ + -
Burkholderia vietnamiensis TUR04-03 86,56 (£ 2,59) A 97,36 (x 0,24) A +++ + +
Bacillus megaterium TUT05-02 ND ND + + +
Bacillus velezensis TURO07-02 ND ND + + +
Burkholderia vietnamiensis TUR04-01 25,47 (£ 0,69) B 95,39 (£ 0,52) A +++ + +
Bacillus aryabhattai AMH12-02 ND 17,18 (+ 2,65) CD ++ + +
Bacillus aryabhattai SMBR13-04 11,10 (x 0,55) C 16,00 (x1,47)D - - -
Bacillus megaterium SMBH14-02 18,90 (+ 2,80) BC 55,84 (£ 3,20) B + + -
Bacillus subtilis subsp. stecoris SMNCT17-02 ND 2494 (£ 0,24) C ++ - -
CV (%) 11,75 8,23

Promedio y error estdndar (n=6) seguido por la misma letra no son significativos al 5% de probabilidad por el test Tukey. ND: No detectado.  Medio SM normal con trazas
de Fe.” Medio SM desferrado. * Ensayo en caldo nutritivo suplementado con 20 ug ml ' de Toxoflavina. ** Ensayo realizado en Agar nutritivo suplementado con dosis
crecientes de Toxoflavina.

14
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El género Bacillus, a diferencia del género Burkholderia, produce sider6foros
del tipo catecoles (Bacilibactinas) (Rizzi et al. 2019). Este tipo de sidero6foro, ademas de
favorecer el crecimiento de la planta, contribuye a proteger a la planta contra
infecciones fitopatogénicas por acomplejamiento de Fe haciéndolo menos viable a los
patogenos (Arguelles-Arias et al. 2009). Por el contrario, las cepas de Bacillus
velezensis TUR07-02 y dos de las cepas de B. megaterium TUT05-02 y TUR07-04, no
evidenciaron produccién de sideroforos por el método CAS-Shuttle Assay. Las cepas
mostraron crecimiento en los medios de cultivo ensayados, por lo que es probable que
otros tipos de sider6foros sean producidos, y no sean cuantificados por el CAS-Shuttle
Assay (Schwyn y Neilands 1987).

B e —

Control
Referencial 1U107-02 TUR07-08 AMHO09-02 TURO04-04

SMNCR18-03

Figura 4. A) Produccidn de sideréforos en medio desferrado, Cepa TUT07-02 con capacidad de producir
sideréforos ((izquierda) a comparacion de la cepa AMH12-02 (derecha) que no produce sider6foros. B)
produccion de sider6foros en medio con trazas de Fe

La produccion de sider6foros se ha asociado al control de fitopatdgenos por
limitacion del Fe en el medio de cultivo (Ahmad et al. 2008), aunque algunos reportes
dicen lo contrario (Pineda-Mendoza et al 2019). En nuestro estudio, la actividad
inhibitoria de las bacterias endéfitas contra B. glumae THT estuvo correlacionada de
manera positiva con la produccion de sider6foros en condiciones normales de Fe
(r=0,58) asi como en ausencia de Fe (r=0,74), sin embargo es necesario confirmar la
participacion de sideréforos en la actividad inhibitoria de B. glumae THT, realizando el
ensayo de actividad inhibitoria bajo condiciones de ausencia de Fe.

3.6.  Degradacion de Toxoflavina por endéfitos bacterianos seleccionados
La Toxoflavina, es wuna fitotoxina con caracteristicas antimicrobianas,

antifangicas e incluso herbicidas, el mecanismo de accién consiste en la generacion de
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H>0O2 en la presencia de luz y oxigeno, debido a que funciona como un transportador de
electrones activo entre el NADH y el oxigeno (Naughton et al. 2016), esto explicaria la
sintomatologia del afiublo bacterial de la panicula.

La degradacion de toxoflavina constituye una estrategia de seleccion para la
busqueda de controladores bioldgicos contra B. glumae (Jung et al. 2011), es asi que
existen reportes, aungue escasos, de bacterias capaces de expresar enzimas que
degradan toxoflavina a concentraciones superiores a 40 pg ml™? (Koh et al. 2011),
teniendo en cuenta que concentraciones menores a 3 ug ml™t inhiben por completo el
crecimiento de Escherichia coli (Latuasan y Berends 1961).

La degradacién de la toxoflavina fue evidenciado atravez del crecimiento de los
enddfitos bacterianos en tres concentraciones de la fitotoxina. Se describe por primera
vez la degradacion de toxoflavina por el género Burkholderia y Bacillus. Antes habia
sido reportado que Paenibacillus polimixa cepa JH2, aislada de semillas de arroz
saludables presentan el gen tflA que expresa una enzima degradadora de fitotoxina (Koh
et al. 2011; Jung et al. 2011), Mas reciente, Choi et al (2018), empleando la
metagendmica como una estrategia de bldsqueda de nuevas enzimas degradadoras de
toxoflavina, reportd la existencia del gen txeA, el cual expresa una metaloenzima con
actividad neutralizante de toxoflavina.

A la concentracién de 20 pg ml™?, todas las cepas en mayor o menor intensidad
fueron capaces de sobrepasar una D.Oeoo nm de 0,5, con excepcion de la cepa Bacillus
aryabhattai SMBR13-04. A la concentracién de 30 pg ml?, la cepa SMNCT17-02 no
fue capaz de expresar crecimiento, y tan solo el 55.6% expresé crecimiento a 40 pg ml™
de toxoflavina (Tabla 6). Serd importante confirmar estos estudios a través de la
amplificacion de los genes tflA y txeA en el genoma bacteriano de nuestras cepas

endofitas.

3.7. Aislamiento, diversidad genética e identificacion de cepas nativas de B.
glumae y B. gladioli

Se aislaron 17 cepas con caracteristicas a B. glumae, 16 a partir de granos de
arroz y un aislamiento de tallo, en medio CCNT modificado. La presencia de B. glumae
siempre se asocia a los granos (Cottyn et al. 2001; Zhu et al. 2008; Gonzalez y
Santamaria 2014), que es la estructura vegetal donde normalmente se asocia la
enfermedad del afiublo bacterial de la panicula, sin embargo en nuestro estudio, un

aislamiento fue recuperado de tallo. Se conoce que B. glumae presenta un estilo de vida
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endofitico y es posible encontrarlo en el interior del tejido vascular y en poblaciones de
10*a 10° ufc g* a nivel de tallo (Li et al. 2016).

El 47,1% de las cepas fueron aisladas de campos de Tumbes, el 29,4% fueron
procedentes de Amazonas, y solo el 23,5% procedieron de San Martin (Tabla 8). El
mismo autor confirmo diferencias en la distribucion geografica de ambas especies, B.
glumae fue reportada en todos los estados muestreados, mientras que B. gladioli solo
fue reportada en 5 estados, de manera similar en nuestro estudio B. gladioli solo es
reportada en muestras de Tumbes, mientras que B. glumae fue reportada en Tumbes,
Amazonas y San Martin, con excepcion de Piura.

Las 17 cepas fueron agrupadas en 10 perfiles gendmicos BOX diferentes, los
cuales fueron denominados: A, B, C, D1, D2, D3, E1, E2, E3, E4 y E5. El perfil
gendmico E5 correspondié a la cepa patrén de B. glumae B3HT (Tabla 8). Se
escogieron cepas representantes de cada perfil genémico para posteriores estudios de
confirmacion filogenética y caracterizacion de los principales factores de virulencia en
las cepas nativas. El empleo de la técnica de huella genomica BOX-PCR, es
ampliamente usado en varios estudios, debido a su amplio poder de resolucién intercepa
atendiendo a sus diferencias gendémicas (Cottyn et al. 2001; Karki et al. 2012; Galvis y
Carrillo 2015). Galvis y Carrillo (2015), estudiaron la diversidad genética de 41 aislados
de B. glumae mediante BOX-PCR, agrupandolos en 4 perfiles BOX diferentes.

En nuestro estudio, fue posible observar una diferenciacion gendémica entre
cepas de acuerdo a su distribucion geogréfica, las cepas de Tumbes presentaron
diferencias gendmicas diferentes a las cepas de Amazonas y San Martin. Este patron ha
sido reportado por autores como Galvis y Carrillo (2015), quienes observaron que los
aislamientos de B. glumae provenientes del Zulia fueron agrupados en un mismo perfil
BOX. Karki et al (2012) revel6 que el andlisis BOX-PCR de cepas de B. glumae
aisladas del sur de Estados Unidos presentaron variaciones en su estructura genémica
los cuales correspondieron a diferencias fenotipicas y origen geografico.

Las diferencias gendmicas entre las cepas de Tumbes y las cepas de Amazonas-
San Martin, podrian explicarse por el efecto de las condiciones edafoclimaticas, las
cuales tienen un efecto sobre la composicion genética de las bacterias, perdiendo o
ganando genes involucrados en la adaptacion al nuevo ambiente a colonizar. Esta
condicion es debido a que B. glumae presenta ciertas caracteristicas: a) Genoma grande
(5.81 a 7.89 Mpb) b) Capacidad de infectar otros huéspedes, tanto monocotiledéneas

como dicotiledoneas (Lee et al. 2016). Francis et al (2013), compar0 el genoma de una
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cepa altamente virulenta 336gr-1 aislada de Louisiana, Estados Unidos, con el genoma
de la cepa BGR1 aislada de Korea. Ellos reportaron que ambas cepas presentaron
regiones genomicas Unicas presente en solo una de las dos cepas, relacionadas con la
adaptacion al ambiente (elementos moviles) y defensa contra virus (genes relacionados
con fagos), pero con minima variacién en genes de conocida y potencial virulencia. Lee
et al (2016) demostrd que cepas de diferentes origenes geograficos, como B. glumae
PG1, presentaron un gran numero de rearreglos gendémicos irregulares y esporadicos. En
el caso de las cepas B. glumae BGR1 y LMG 2196 se evidenci6 el reordenamiento de

elementos genéticos por inversién a gran escala concentrados en el cromosoma 2.

Tabla 8

Diversidad genética de aislamientos de Burkhoderia glumae y Burkholderia gladioli a
partir de muestras de grano y tallo de arroz cultivado en cuatro departamentos de la
zona norte del Peru.

Especie(s) mas relacionada(s)

Perfil BOX Cepa(s) seqtin 165 rRNA
A TUGO05-07; TUG05-08 Burkholderia gladioli
B TUTO05-07 Burkholderia glumae
C TUGO07-05; TUGO07-07 Burkholderia glumae
D1 TUGO07-08 Burkholderia glumae
D2 TUGO07-09 Burkholderia glumae
D3 TUGO07-11; AMGO08-02 Burkholderia glumae
El AMGO09-01; AMG09-02; AMG09-09 Burkholderia glumae
E2 AMG12-06 Burkholderia glumae
E3 SMNCG18-05; SMNCG18-07 Burkholderia glumae
E4 SMNCG18-06; SMNCG18-08 Burkholderia glumae
E5 B3HT Burkholderia glumae B3HT

La amplificacion y secuenciacion parcial del gen 16S rRNA de las 9 cepas
representantes de cada perfil genémico BOX-PCR, permiti¢ identificar una similitud
con B. glumae en los perfiles genémicos B, C, D1, D2, D3, E1, E2, E3 y E4; y de B.
gladioli en el perfil genémico A. En nuestro estudio se reporta una mayor frecuencia de
aislamiento de B. glumae que de B. gladioli. De manera similar, Cottyn et al. (2001) en
un estudio de prospeccion de las poblaciones bacterianas asociadas con semillas de
arroz en Filipinas, reportd que solo 7 cepas (2%) de un total de 428 aislamientos,
correspondieron a 5 cepas de B. glumae y 2 cepas de B. gladioli. Por el contrario, Riera-
Ruiz et al (2018) report6 una mayor frecuencia de aislamientos de B. gladioli en campos

de arroz en Ecuador.
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3.8. Caracterizacion y evaluacién de los factores de virulencia de cepas nativas
de Burkholderia glumae y Burkholderia gladioli nativas

El 70% de las cepas de B. glumae y B. gladioli, fueron aisladas de granos de la
variedad “La Esperanza”, confirmando la susceptibilidad de esta variedad al complejo
Burkholderia. Otras cepas fueron recuperadas de variedades como: “Santa Barbara” y
“La Puntilla”. Estas variedades, sobretodo “La Esperanza”, han sido reportadas como
susceptibles al afiublo bacterial de la panicula, por el contrario la variedad INIA 507
“La Conquista” ha demostrado ser resistente a la infeccion por B. glumae (Edson Torres
Chavez, Comunicacién personal). Se han reportado varios niveles de susceptibilidad y
resistencia a la enfermedad (Ham et al. 2011; Mizobuchi et al. 2018). La susceptibilidad
de las variedades peruanas podria clasificarse como “alta”, aunque presentan
progenitores de cultivares tipo indica que presentan resistencia “media” a “fuerte”, es
necesario en el futuro introducir genes posible de resistencia desde la variedad INIA
507 “La Conquista”.

La caracterizacion bioguimica de cepas de B. glumae son importantes para su
identificacion (Zhu et al. 2008). En nuestro estudio, todas las cepas fueron capaces de
utilizar el citrato como unica fuente de Carbono (Agar Citrato de Simmons) y fermentar
la glucosa (Agar Lisina Fierro) (Tabla 9).

La produccion de toxoflavina se realizé en medio King B incubado a 37°C,
siendo la cepa de B. glumae TUT05-07, la mayor productora de fitotoxina (Tabla 9). La
toxoflavina es producida tanto por B. glumae y B. gladioli y es una de las principales
factores de virulencia, aunque se reporta que la produccién de toxoflavina es menor en
B. gladioli. (Lee et al. 2016). En nuestro estudio, todas las cepas produjeron toxoflavina
en menor o0 mayor grado, ya que le permite atacar a las células huéspedes de acuerdo a
su nivel poblacién en los sitios de infeccién (Chen et al. 2012) y ademas se encuentra
correlacionada directamente con fenotipos virulentos en arroz (Karki et al. 2012). La
produccion de mayor o menor cantidad de toxoflavina se debe a la expresion de genes
codificados en el operén de biosintesis toxABCDE, el cual estd bajo control del
regulador transcripcional de ToxR (Suzuki et al. 2004; Fory et al. 2014).

Los pigmentos juegan un rol importante en la adaptacion ecoldgica de los
microorganismos, desde proteccion a las radiaciones, hasta exacerbacion de los factores
de virulencia (Karki et al 2014). La produccién de otros pigmentos diferentes a la
toxoflavina, e incluso a la melanina y a los ramnolipidos ha sido descrito por varios
autores (Karki et al. 2012; 2014). Las cepas de B. glumae AMG09-01 (Perfil Box E1) y
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TUTO05-07 (Perfil BOX B), asi como las cepas patron B. glumae A y B3HT, no
produjeron pigmentos visibles ni en las colonias ni difusibles al medio. Un pigmento
que fue desde el azul oscuro hasta un azul claro fue producido por las cepas de B.
glumae TUGOQ7-05 (Perfil Box C), TUGO07-08 (Perfil Box D1), TUGO7-09 (Perfil Box
D2), AMG12-06 (Perfil Box E2), asi como la cepa patron B. glumae THT. Una
variacion del pigmento anterior, azul con bordes marrones fue producida por las cepas
de B. glumae TUGO07-11 (Perfil Box D3), SMNCG1805 (Perfil Box E3), SMNCG1806
(Perfil Box E4), asi como la cepa patron B. glumae B2G. Finalmente la cepa B. gladioli
TUGO05-07 (Perfil Box A), produjo un pigmento que se observd como bordes cremas
amarillentos alredor de la colonia (Tabla 9). Karki et al (2012), reporté que cepas
virulentas y avirulentas de B. glumae produjeron pigmentos diferentes colores: Marrén
(Sustancias desconocidas), Verde amarillo (Difusible al medio) y purpura (Solo en las
colonias). El pigmento azul descrito en este estudio, podrian constituir una nueva
molécula con importantes aplicaciones biotecnoldgicas, asi lo demostr6 Han et al
(2014), aislando y purificando un nuevo derivado fencomicina que presentd actividad
antimicrobiana contra varios fitopatdgenos. Ademas, Karki et al (2014) demostré que la
produccién de pigmentos dependiente de la via Shikimato contribuye a la tolerancia de
B. glumae a la luz UV, asi como para su supervivencia en condiciones oligotréficas.

Al estudiar la correlacion entre produccion de pigmentos y produccion de
toxoflavina, encontramos que las cepas no productoras de pigmentos B. glumae TUTO05-
07 (D), presentan la mayor produccion de toxoflavina. En este primer grupo Las cepas
productoras de pigmento azul, el cual va desde un azul oscuro a mas claro, produjeron
toxoflavina fue de baja a intermedia. Asi mismo, las cepas productoras de pigmento
marron oscuro produjeron bajos niveles de toxoflavina. Se ha demostrado que la
produccion de estos pigmentos es independiente de la produccion de toxoflavina (Karki
et al 2014), por lo que es posible que ambos tengan accion sinérgica sobre la virulencia
de las cepas en el cultivo de arroz.

El ensayo de virulencia en catéfila de Cebolla muestra que la cepa B. glumae
TUGO07-09 alcanz6 la mayor area de maceracion (103,82 mm?) y la cepa TUG07-05
presentd la menor area de maceracion del tejido de la catafila de Cebolla (22.99 mm?).
Existe una correlacion directa del ensayo de maceracion de catafila de cebolla, con la
prueba de infectividad en paniculas de arroz (Karki et al. 2012), por lo que puede
observarse que las cepas presentaron una diversa capacidad de virulencia (Tabla 9,

Figura 5y 6). No se observo correlacion entre los nivel de maceracion de la catafila de
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cebolla y la produccién de toxoflavina, debido a que la cepa B. glumae TUG07-09,
reportada como altamente virulenta presenta una baja produccion de toxoflavina en
medio King B. Por el contrario, la segunda cepa mas virulenta de B. glumae TUT05-07,
si present6 una elevada produccion de toxoflavina. Karki et al (2014), reportd que la
produccion de toxoflavina no siempre se encuentra asociado a un fenotipo virulento de
B. glumae.

En relacion a las enzimas extracelulares que pueden ayudar en el proceso de
colonizacion se encuentran las proteasas, las celulasas y las poligalacturonasas

(pectinasas).



Tabla 9

Caracterizacion de cepas de B. glumae y B. gladioli aisladas de grado y tallo de diferentes variedades de arroz creciendo en suelos de la zona
del norte del Perd.

PER Cal-'acte,rlétlcas Caracteristicas de virulencia
. . . bioguimicas
Cédigo de cepa Origen vVariedad Especie mas relacionado ala FIL Detalle de
geogréfico cepa tipo* BOX- Usodel Fermentacion Produccionde  Produccion de AMC colonia
PCR citrato de la Glucosa Toxoflavina pigmentos
Huarangopampa, La
AMG12-06 Bagua Capital, Burkholderia glumae E2 + + 46.10 (+ 8.40)
Esperanza
Amazonas
Peca Palacios, Santa
AMG09-01 Bagua Capital, Barbara Burkholderia glumae E1l + + 51.65 (+ 5.50)
Amazonas
Los Cedros, San
TUT05-07  Juande la Virgen, La puntilla Burkholderia glumae B + + 91.18 (+ 14.10)
Tumbes
Las Brujas, San La
TUGO07-11  Juande la Virgen, Burkholderia glumae D3 + + 85.70 (+ 18.08)
Esperanza
Tumbes
Las Brujas, San La
TUGO07-08  Juande la Virgen, Burkholderia glumae D1 + + 56.52 (+11.34)
Esperanza
Tumbes
Las Brujas, San La
TUGO07-09  Juande la Virgen, Burkholderia glumae D2 + + + 103.82 (£ 7.92)
Esperanza

Tumbes

Caracteristicas microscopicas: Todas las cepas presentaron reaccién Gram negativa, forma cocobacilar y agrupacién individual; Produccion de toxoflavina: Ausente (-), Minimo (+), Intermedia
(++) y Abundante (+++); Produccion de pigmentos: Azul (A), Marrén en los bordes y azul en el centro (MA), Sin produccién de pigmentos (SP), Bordes cremas y amarillos (AC); AMC: Area de

maceracion de catéafila cebolla (mm?)

€€



Caracteristicas

PER bioquimicas Caracteristicas de virulencia
- Origen . Especie mas relacionadoala FIL 4 Detalle de
Caodigo de cepa . Variedad . L - - .
geografico cepa tipo* BOX- Usodel Fermentacion Produccion de Produccion de AMC colonia
PCR citrato de la Glucosa Toxoflavina pigmentos
Los Cedros, San . ﬂ
TUGO05-07  Juande la Virgen, La puntilla Burkholderia gladioli A + + + 32.44(+2.93)
Tumbes
Las Brujas, San La A
TUGO07-05  Juan de la Virgen, Burkholderia glumae C + + ++ 22.99 (+11.18)
Esperanza
Tumbes > A
» E
SMNCG180 A unon Nuevo La Burkholderia glumae E4 " " " 68.52 (£ 8.85)
Cajamarca Esperanza
nion, Nuev L
SMNCG18-05 Lau on, TIUeVO 2 Burkholderia glumae E3 + + + 26.20 (% 7.45)
Cajamarca Esperanza !
. i > A ') i
Cumbazillo, La . { : \
A Tarapoto, San Burkholderia glumae ND + + + ‘| 68.87(+2.92) )
; Esperanza § y
Martin \’ b -
Banda de La /\
THT Shilcayo, San Burkholderia glumae ND + + ++ A 80.61 (+12.67)
p Esperanza 4
Martin
Biavo, Huallaga, La 4 \
B2G Bellavista, San Burholderia glumae ND + + + MA 26.22 (+4.46)
h Esperanza
Martin
Biavo, Huallaga, La
B3HT Bellavista, San Burkholderia glumae E5 + + + SP 33.94 (+ 0.60)
Martin Esperanza

Caracteristicas microscépicas: Todas las cepas presentaron reaccion Gram negativa, forma cocobacilar y agrupacion individual; Produccién de toxoflavina: Ausente (-), Minimo (+), Intermedia
(++) y Abundante (+++); Produccion de pigmentos: Azul (A), Marrén en los bordes y azul en el centro (MA), Sin produccion de pigmentos (SP), Bordes cremas y amarillos (AC); AMC: Area de

maceracion de catéfila cebolla (mm?)

143
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Con respecto a la actividad proteasa: EI 80% de las cepas presentaron actividad
1 dia después de la siembra, sin embargo todas las cepas mostraron actividad proteasa
en mayor o menor grado después de 3 dias de incubacion (Tabla 10). La produccion de
proteasas extracelulares en el género Burkholderia es muy comun (Vial et al. 2007), y
se ha involucrado como factor de virulencia en algunas especies del género (Kooi et al.
2006). No existid diferencia significativa entre cepas con relacion a la produccion de
proteasas.

Con respecto a la actividad celulasa, solo el 53,3% demostré actividad

celulolitica, siendo estadisticamente superior la cepa B. glumae SMNCG18-05 (Tabla
9). Las celulasas hidrolizan la pared celular de la planta huésped, jugando un rol
importante y sinérgico en la patogénesis junto con otras enzimas hidroliticas (Toth et al.
2003; Gonzalez et al. 2007). Segun los antecedentes bibliogréaficos, hasta el momento
no se ha reportado la actividad celulolitica en la especie B. glumae y B. gladioli, sin
embargo se infiere que si las celulasas son producidas ellas jugarian un rol sinergistico
potencial en la virulencia (Vial et al 2007). En el presente estudio se encontrd una
correlacion negativa débil entre la produccidn de celulasas y la maceracién de catafila
de cebolla (r=-0,12), esto probablemente porque la maceracion de catafila de cebolla se
debe principalmente a la produccion de poligalacturonasas (Degrassi et al. 2008; Karki
etal. 2012).
Finalmente, la actividad poligalacturonasa solo fue reportada de manera cualitativa en
las cepas B. glumae TUG07-08, TUGO07-11, TUT05-07, AMG12-06 y SMNCG18-05
(Figura 7, Tabla 10). En el presente trabajo se estudio la correlacion entre la actividad
proteasa y poligalacturonasa con la virulencia en catéfila de cebolla, aunque ambas
presentaron una correlacion directa minima bajo condiciones “in vitro” (r=0,13), la
expresion de los factores de virulencia “in planta” son diferentes. La expresion de los
factores de virulencia en catéfila de cebolla difieren enormemente a los factores de
virulencia expresados en arroz (Karki et al. 2012).

Se estudié también el grado de sensibilidad de las cepas a dos agentes
bactericidas reconocidos, el perdxido de hidroégeno (H20.) y el acido oxolinico (OA)
(Tabla 9). La tolerancia al H.O> se asocia a la presencia y efectividad de la enzima
catalasa y/o peroxidasa para superar el estrés oxidativo por H20.. (Smirnoff y Arnaud
2019).
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Figura 5. Area de maceracion (mm?) de catéfila de cebolla inoculada con cepas del género Burkholderia aisladas de granos y tallos de diferentes variedades de arroz
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Figura 7. Actividades enzimaticas extracelulares como factores de virulencia de B. glumae y B. gladioli.
Actividad proteasa, piligalacturonasa y celulasa

La catalasa permite la destoxificacion del H>O» para evitar el dafio oxidativo en
la células microbianas, por lo que una mayor tolerancia al H.O; permitiria una mayor
capacidad de sobrevivir bajo condiciones aerdbicas oxidantes del medio ambiente y de
las defensas de la planta (Tondo et al. 2016). Kim et al (2018) reportd que la
sensibilidad al estrés oxidativo inducido por H2O, se encuentra regulado por el gen
hfql, un regulador transcripcional tipo chaperona de ARN y reporto que la cepa
virulenta B. glumae BGR1, presenta una menor sensibilidad al H2O.. Con respecto al
OA, es un antimicrobiano derivado de las quinolonas, que ha resultado ser uno de los
pocos efectivos para el control de B. glumae, sin embargo el reporte de la aparicion de
cepas resistentes, ha ocasionado su retiro y prohibicion. En la presente investigacion
reportamos que de manera significativa, la cepa B. glumae SMNCG18-05 fue la més
sensible al perdxido de hidrogeno, por el contrario la cepa B. glumae TUT05-07
presento elevada tolerancia a este producto (Figura 8) Curiosamente la correlacion entre
actividad celulolitica y sensibilidad al perdxido de hidrégeno fue elevada (r=0.80), se
recomienda hacer mas estudios para investigar qué factores influyen en esta interaccion.

Con respecto a la sensibilidad al OA, al menos 7 cepas (46,7%) presentaron
resistencia a 10 pg ml™ de OA, y la sensibilidad fue variable siendo mayor en B. glumae
AMG12-06. Solo B. gladioli TUG05-07, fue capaz de resistir elevadas concentraciones
de OA, por lo que segun la escala de Maeda et al. (2004b), esta cepa deberd ser
considerada como altamente resistente. Se recomienda realizar un ensayo de
sensibilidad en el rango de 10 a 50 ug ml™* de OA, para detectar diferentes niveles de
sensibilidad en ese rango. La resistencia intrinseca a los antibidticos, es un indicativo de
adaptacion ecologica al ambiente (Kaur y Peterson 2018). Se ha demostrado que la
aplicacion de OA en campos de Japdn, incrementd la frecuencia de aislamientos de B.

glumae en granos de arroz resistentes al mencionado antibiotico (Hikichi et al. 2001).
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Por ello en paises como Estados unidos y el continente asiatico, ha prohibido su uso
como alternativa de control quimico (Ham et al. 2011; Zhou-qi et al. 2016), debido a la
facil generacién de resistencia el cual se ha asociado a la sustitucién del aminoacido
Ser83Arg por Ser83lle en GyrA son asociados a resistencia moderada a alta en
aislamientos de B. glumae en campo (Maeda et al. 2004a). En nuestro pais, han existido
reportes de uso de OA mediante aplicaciones clandestinas, los cuales podrian

influenciar en la generacion de resistencia.

B. glumae AMG09-01 B. glumae B3HT B. gladioli TUG05-07

B. glumae TUG07-09 B. glumae SMNCG18-05 B. glumae TUT05-07

Figura 8. Diferentes niveles de sensibilidad de H20, (30% W/V) en cepas de B. glumae y B. gladioli



Tabla 10

Factores de virulencia en cepas de B. glumae y B. gladioli nativas.

Ensayos de
Proteasas Celulasas Poligalac Sensibilidad al H,0, Sensibilidad al acido oxolinico (nug ml'™) motilidad
Cepa Area de proteolisis Area de turonasa Area de inhibicién 10 50 100 Swim Swar
(mm?) hidrélisis (mm?) (mm?) ming ming
B. glumae TUGO7-08 (F1) 2790 (+ 0,37) ABC 241 (+038) CD + 1204 (£090) B 6445 (+ 1,54) BC 210,26 (+31,27) ABC 24853 (+31,27) A I
B. glumae TUGO7-09 (F2) 27,88 (+ 047) ABC 2,35 (+ 027) CD - 10,21 (+ 0,11) BC 0 15453 (£6,77) BC 17945 (+850) ABCD -  ++
B. glumae TUGO7-11 (F3) 2494 (+088)C 157 (+011)D + 6,89 (+ 0,48) CDE 0 172,30 (+ 880) ABC 18574 (+880) ABC  +++  +
B. glumae SMNCG18-06 (G4) 1948 (x097) G 435(+034) B - 1085 (+067) B 3790 (+110)CD 16654 (+22,38) BC 202,14 (+ 2238) ABC +++  ++
B. glumae B3HT (G5) 8,18 (+ 0,75) F 0 - 6,02 (+ 0,29) DEF 0 124,89 (+598) BCD 13493 (+598) BCD - -
B. glumae THT 29,17 (+1,22) ABC 0 - 337(£022) EF 3862 (+4/46) CD 18349 (+ 1351) ABC 207,96 (+ 1351) ABC  +++  ++
B. gladioli TUG05-07 (A2) 31,18 (+0,74) AB 0 - 4,09 (+ 0,56) EF 0 0 0 B
B. glumae TUT05-07 (D) 26,10 (+ 0,20) BC 0 + 292 (+031) F 0 5756 (+520) DE 11370 (+818) CDE  ++  ++
B. glumae TUGO7-05 (E) 31,65(+ 053) A 344 (+043) BC - 9,56 (+ 0,94) BCD 0 164 (+052) E 66,89 (+ 2,07) DE + o+
B. glumae AMG09-01 (G1) 32,02 (+ 1,67) A 0 - 10,00 (+ 051) BC 0 17946 (£ 813) AB 21026 (+31,28) ABCD -  +
B. glumae AMG12-06 (G2) 1368 (+092) E 0 + 6,26 (+ 1,10) DEF 10543 (+22,07) A 23872 (£3239) A 25330 (+2198) AB  +  ++
B. glumae SMNCG18-05 (G3) 28,86 (+ 1,22) ABC 6,55 (+ 0,33) A + 1641 (£092) A 9328 (+1398) AB 207,34 (+986) AB 22279 (+1317)AB  +  +
B, glumae A 31,93 (+ 147) A 0 - 375(+059) EF 7098 (+386) ABC 17333 (+1032) ABC 23221 (+1208) AB  +  ++
B. glumae B2g 26,77 (+117) ABC 445 (+0,11) B 549 (+0,66) EF 43,15 (+9,72) DEF 116,06 (+2997) CD 197,70 (+ 1431) ABC  ++  +++
B. glumae B3g 31,12 (+1,02) AB 466 (+064) B - 582 (+052) EF 76,13 (+202) ABC 14863 (+514) BC 20514 (+47,03) ABC +++ +++
CV (%) 6.8 23.52 15.04 36.45 19.77 22.6

oy
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Los ensayos de motilidad, como el Swimming y Swarming, juegan un papel
fundamental en el comportamiento social y la virulencia de B. glumae (Ham et al. 2011,
Nickzad et al. 2015). ElI movimiento a través de un liquido empleando flagelos se
denomina Swimming (Kim et al. 2018) y sobre una superficie como una biopelicula se
denomina Swarming (Nickzad et al. 2015) Las cepas con mayor capacidad de
Swimming corresponden a B. glumae TUGO07-11, SMNCG18-06, THT y B3g, por el
contrario la actividad estuvo ausente en las cepas B. glumae TUG07-08, TUG07-09,
AMGO09-01 y B. gladioli TUG05-07, probablemente porque carecen de flagelos y por
ende presentarian menor capacidad invasiva (Figura 10). En el presente estudio se
encontrd una correlacion positiva entre motilidad Swimming y virulencia en catafila de
cebolla (r=0,33). La movilidad tipo Swarming, fue superior en la cepa patron B2g y
B3g, siendo variables en el resto de las cepas (Tabla 10), también se encontré una
correlacion positiva con la virulencia en catafila de cebolla (r=0,21).

B. glunitsg]

Figura 9. Diferentes niveles de swimming en cepas nativas de B. glumae, creciendo en agar LB
suplementado con 0,5% de agar
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CONCLUSIONES

El potencial de la microbiota endofitica en el cultivo de arroz para la bdsqueda y
seleccion de microorganismos con actividad inhibitoria de B. glumae ha sido
comprobada en este estudio. Bacillus y Burkholderia son los principales géneros con
actividad inhibitoria de B. glumae THT bajo condiciones “in vitro”, las cuales ademas
muestran caracteristicas relacionadas al biocontrol como la produccion de sideroforos y
degradacion de toxoflavina. Asi mismo, el estudio del fitopatdgeno es de suma
importancia para comprender la ecologia y los mecanismos de virulencia. A la fecha,
constituye el primer reporte en el pais, sobre la diversidad fenotipica, bioquimica y
geneética de cepas de B. glumae aisladas de diferentes zonas arroceras del Peru, asi como
del estudio de sus principales factores de virulencia. Se reporta que existe una elevada
variabilidad genética entre cepas de B. glumae y B. gladioli mostrando similitudes a
nivel geografico, asi como en la produccion de la fitotoxina toxoflavina, produccién de
pigmentos que permitirian una mayor adaptacién ecoldgica de las cepas al medio
ambiente, asi como produccion de enzimas extracelulares que permitirian una mejor

colonizacion al cultivo de arroz.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda en los proximos trabajos conocer mejor la interaccion bacteria
endofitica Bacillus y/o Burkholderia contra B. glumae y B. gladioli a nivel de planta,
Asi también, comprender la naturaleza de los principales metabolitos involucrados en la
inhibicion del crecimiento de las diferentes cepas de B. glumae y B. gladioli.
Finalmente conocer mas sobre los aspectos de virulencia y gendmicos de las cepas
peruanas de B. glumae y B. gladioli, para comprender la adaptabilidad y evolucion del
fitopatogeno.
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