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RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum L.), es el cuarto cultivo mas importante. Se considera un alimento
basico a nivel internacional gracias a su alto contenido nutricional, ha sido motivo de estudio
debido a su adaptabilidad, variabilidad y elevada productividad. En Ecuador, el cultivo de papa
juega un rol trascendental en la dieta de los ecuatorianos y en la economia del pais, siendo la
provincia de Pichincha una de las mayores productoras. Su rendimiento es relativamente bajo
debido a enfermedades causadas por hongos. La rhizoctoniasis ocasionada por Rhizoctonia solani,
destruye tallos, estolones y tubérculos. Los actinomicetos especialmente del género Streptomyces,
constituyen una alternativa biologica puesto que producen metabolitos secundarios como los
antibioticos, permitiendo controlar el ataque del cultivo por fitopatogenos. El objetivo general del
estudio fue seleccionar actinomicetos aislados de suelos paperos de la provincia de Pichincha por
su grado de antagonismo a Rhizoctonia solani Kiihn, mediante ensayos in vitro. Los resultados
obtenidos de las pruebas de enfrentamiento dual, indican que existen diferencias estadisticamente
significativas con un p-valor < 0,0001 en la capacidad de inhibir el crecimiento del patégeno,
influenciada por la interaccion entre el medio y la cepa. En base al analisis del porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial (PICR), se encontrd que la cepa P21 es la mas antagonica con un
69,90% Yy la menos antagdnica es P8 con 8,08% en medio YGA. Por otro lado, en AICC se tuvo

que las cepas con mayor y menor capacidad antifungica fueron D4 con 43,80% y P40 con 18,62%.

PALABRAS CLAVE:

« ACTINOMICETOS

* R.solani

« ANTAGONISMO

« CONTROL BIOLOGICO
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ABSTRACT

The potato (Solanum tuberosum L.) is the fourth most important crop. It is considered a staple food
at the international level thanks to its nutritional content, it has been a subject of study due to its
adaptability, variability and high productivity. In Ecuador, the cultivation of potatoes plays a
transcendental role in the diet of the Ecuadorians and in the economy of the country, being the
province of Pichincha one of the largest producers. Its yield is relatively low due to diseases caused
by fungi. The rhizoctoniasis caused by Rhizoctonia solani, destroys stems, stolons and tubers. The
specific principles of the genre, therapeutic results, antibiotic methods, antibiotics, side effects and
phytopathogens. The general objective of the study was to select actinomycetes from the soils of
the province of Pichincha for their degree of antagonism to Rhizoctonia solani Kiihn, by means of
in vitro tests. The results of the tests of dual confrontation, indicate that there are statistically
significant differences with a p-value <0.0001 in the ability to inhibit the growth of the pathogen,
influenced by the interaction between the medium and the strain. In the analysis of the percentage
of inhibition of radial growth (PICR), it was found that strain P21 is the most antagonistic with
69,90% and the least antagonistic is P8 with 8,08% in YGA medium. On the other hand, in AICC,
it was necessary to have the strains with greater and less antifungal capacity that were D4 with

43,80% and P40 with 18,62%.

KEY WORDS:

« ACTINOMYCETES

* R.solani

« ANTAGONISM

« BIOLOGIC CONTROL



CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

El Ecuador es uno de los paises megadiversos en el mundo. Su clima variado ha permitido el
desarrollo de ecosistemas con una amplia gama de flora y fauna, pero también ha ayudado al
hombre a involucrarse en el ambito de la agricultura. Debido a las constantes lluvias y suelos
fértiles, es catalogado como un paraiso para cultivar papa. Se sabe que en el pais existen 88 mil
personas dedicas a la produccion y comercializacidn del tubérculo, actividad que se practica desde

tiempos ancestrales y que resulta esencial para la economia (Torres, 2017).

La papa (Solanum tuberosum L.) es un tubérculo nativo de la region andina, se considera un
alimento basico de la poblacion, con una fuente rica en calorias, proteinas y micronutrientes, por
lo que es el cuarto cultivo de mayor importancia a nivel mundial después del maiz, trigo y arroz

(Pérez et al., 2015).

En Ecuador, el cultivo de papa ocupa el séptimo lugar (Monteros, 2016). Segin datos
registrados por el Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), en
1994 se encontraron 400 diferentes tipos de papas entre andigena y phureja, siendo las variedades

Gabriela y Superchola las més representativas (INIAP-CIP, 2002).
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En comparacion con Colombia y Pert, el rendimiento del cultivo de papa en nuestro pais es
relativamente bajo, esto se debe en gran parte a enfermedades causadas por hongos y plagas que
atacan a los cultivos, conjuntamente con el desconocimiento y la falta de controles de los
agricultores. Solanum tuberosum L. es afectado por varios hongos fitopatdgenos, siendo uno de
ellos Rhizotocnia solani, el cual es capaz de ocasionar malformaciones, necrosis o grietas en
tubérculos, causando pérdidas del rendimiento que varia entre el 20% y 30% (Navarrete et al.,

2017).

Una alternativa para disminuir el uso de los fungicidas quimicos, son los actinomicetos, capaces
de proporcionar defensas contra los fitopatdgenos (Singh et al., 2017). El género de actinomicetos
mejor caracterizado es Streptomyces, con alrededor de 600 especies y responsable de la produccion
de la mitad de todos los antibidticos existentes. Debido a que son productores de una gran cantidad
de metabolitos secundarios, hoy en dia se los emplea en la salud humana, la biotecnologia y hasta

en la agricultura (Van der Meij et al., 2017).

A nivel mundial se tienen grandes avances enfocados al control de hongos fitopatégenos. Sin
embargo, en el pais los trabajos de investigacion que se han realizado son escasos. Por tanto, el
presente estudio sugiere que este tipo de bacterias se pueden utilizar para mejorar

significativamente el crecimiento de los cultivos de papa y combatir el ataque por R. solani.



1.2 Justificacion del problema

La mayor diversidad genética de la papa (Solanum tuberosum L.) se encuentra en Ameérica del
Sur, especificamente en la zona de los Andes. En Ecuador, la superficie plantada en el afio 2014,
fue alrededor de 49 000 hectareas en 12 provincias, siendo Carchi, Pichincha, Chimborazo y Loja,

las de mayor produccion (Monteros, 2016).

La papa es uno de los tubérculos mas importantes de la region andina, puesto que ademas de
ser una fuente de alimento gracias a su valor nutricional, también contribuye a la economia del
pais. Segun el Centro Internacional de la Papa (CIP), en Ecuador, cada persona consume al afio
cerca de 24 kilos, es decir que el 10% de la cosecha esta destinada al autoconsumo, mientras que

el resto a la comercializacion (INIAP-CIP, 2002).

Se sabe que los cultivos de papa son susceptibles a una gran variedad de enfermedades causadas
por hongos; la rhizoctoniasis es una de ellas, ocasionada por Rhizoctonia solani, disminuye la
productividad y calidad del tubérculo (Simson et al., 2017), o causa la pérdida total en tan solo

dias después de la infeccion (Arcos & Zufiga, 2015).

El método mas frecuente para reducir la infeccion por hongos es el quimico. Sin embargo, su
uso excesivo puede ocasionar erosion del suelo, disminucion de la productividad y generar efectos
negativos en el medio ambiente. De ahi la importancia de emplear controles bioldgicos presentes
en la naturaleza, los cuales pueden ser una alternativa para reducir el uso indiscriminado de

fungicidas (Pérez et al., 2015).



4

Un enfoque prometedor para el manejo de R. solani, es el control a través de actinomicetos
(Caro, 2016). Estudios anteriores a nivel in vitro, han demostrado que este tipo de
microorganismos empleados como biocontroladores fitopatdgenos, son una medida de bajo costo,
de larga accidn y no causan contaminacion ni alteraciones ecolégicas, ademas que contribuyen a

la fertilidad del suelo (Van der Meij et al., 2017).

Por tanto, el aislamiento, mantenimiento y seleccion de cepas de actinomicetos con mayor
potencial antagénico frente a R. solani, pueden ser de gran ayuda para los agricultores,

permitiéndoles aumentar la productividad de los cultivos y obtener un producto de mejor calidad.

1.3 Obijetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Seleccionar actinomicetos aislados de suelos paperos de la provincia de Pichincha por su grado

de antagonismo a Rhizoctonia solani Kiihn, mediante ensayos in vitro.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Aislar y mantener cepas de actinomicetos de muestras de suelo de cultivo de papa de la

provincia de Pichincha.
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2. Activar y mantener las cepas liofilizadas de actinomicetos aisladas de suelos paperos de la
provincia de Pichincha en el 2011.
3. Aislar y mantener Rhizoctonia solani de tubérculos que presentan la enfermedad.
4. Efectuar pruebas de antagonismo de actinomicetos contra R. solani mediante técnica de
cultivo dual a nivel de laboratorio.
5. Determinar las cepas de actinomicetos que muestran una mayor y menor inhibicion al

patdgeno R. solani.

1.4 Marco tedrico

1.4.1 Cultivo de papa (Solanum tuberosum L.)

1.4.1.1 Generalidades

La papa es una planta herbacea, dicotiledonea perteneciente a la familia Solanacea, género
Solanum, especie Solanum tuberosum L. Esta conformada por dos sistemas: uno aéreo que incluye
tallo, hojas, flores y frutos; y uno subterrdneo, en donde se encuentran la raiz, estolones y

tubérculos (Figura 1) (Caro, 2016).

Segun Inostroza et al., (2009) el sistema de tallos estd formado por tallos, estolones y
tubérculos. Si la planta viene de una semilla verdadera, posee un tallo principal; si proviene de un

tubérculo, produce varios.
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El tallo se caracteriza por ser lefioso, erecto, en su mayoria de color verde y en ocasiones

marron; su altura varia entre 70 cm y 80 cm (Gomez, 2014).

Los estolones o tallos laterales crecen bajo el suelo, se desarrollan a partir de yemas que se
forman en el tallo y en algunas ocasiones dan lugar a la formacion de tubérculos por el

agrandamiento de su extremo terminal (Inostroza el at., 2009).

Los tubérculos son tallos modificados de forma redonda u ovalada, poseen dos extremos: uno
denominado basal o talon, unido al estolon; y, otro conocido como apical o distal ubicado al

externo opuesto (Inostroza el at., 2009).

Las hojas son compuestas, debido al raquis central y varios foliolos, son de forma lanceolada,
bifaciales, con pelos o tricomas en su superficie y se disponen en forma de espiral sobre el tallo

(Zepada & Menjivar, 2016).

La inflorescencia, se origina en el extremo terminal del tallo, sus flores son bisexuales y el

numero puede variar entre 7 y 15 (Inostroza el at., 2009).

El fruto es una baya que puede ser redonda, alargada, ovalada o conica, con un didmetro entre
1 cmy 3 cm con numerosas semillas. Habitualmente el color es verde con ciertas pigmentaciones
blancas; el numero de semillas varia segun la fertilidad de cada especie. Las semillas por lo general

son pequefas, aplanadas y en forma de rifién. La planta se reproduce de dos maneras, una sexual
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por medio de semillas; y la otra asexual, a través de la plantacion del tubérculo, siendo esta ultima

la que predomina en los cultivos (Zepada & Menjivar, 2016)
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Figura 1. Planta de papa (Solanum tuberosum L.)
y sus partes.

Tubérculo Madre

Fuente: (Huarte & Capezio, 2013)

1.4.1.2 Importancia agricola

La papa es una planta alimenticia procedente de las culturas prehispanicas, a las cuales se les
atribuye los primeros procesos de domesticacion y procesamiento artesanal (Caro, 2016).

Actualmente, se cultivan més de 2 000 especies en todo el mundo (DANE, 2014), siendo parte de
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la dieta diaria y de mayor consumo de la poblacion, debido a su alto contenido nutricional,
adaptabilidad y su elevada productividad, lo que ha permito realizar investigaciones a nivel local,
nacional e internacional, para obtener mejores caracteristicas de calidad, agronémicas y

agroindustriales (Kromann et al., 2017).

En el Ecuador, la produccion en condiciones Optimas se presenta en zonas templadas y frias,
con una temperatura que varia entre los 9 °C y 11 °C en alturas comprendidas entre los 2 700 m a
3 400 m sobre el nivel del mar. Registros indican que, en 2015, la produccién de papa fue de 345
900 t en una superficie de 49 371 ha, siendo la region Sierra, la de mayor area de siembra con

98,56%, seguida de la Costa con 1,11% y la Amazonia con 0,33% (Bolafios, 2015).

Segun datos del INEC, aproximadamente 42 000 familias ecuatorianas se dedican a la
produccion de papa, generando fuentes de trabajo e ingresos econdémicos para el pais (Lagua,

2013).

1.4.1.3 Afectaciones al cultivo de papa

La papa es el principal tubérculo en la dieta de los ecuatorianos y de la poblacién en general.
Desafortunadamente es atacada por numerosas plagas y enfermedades, a mas de que el
desconocimiento de los productores sobre problemas fitosanitarios y la falta de estudios de las
caracteristicas del suelo previo a la siembra, agravan las pérdidas de los cultivos (ICA, 2011;

Albén, 2015).



Las mayores afecciones de los cultivos de papa se deben a plagas como: gusano blanco
(Premnotrypes vorax), babosa (Deroceras sp.) pulguilla (Epitrix spp.), polilla guatemalteca (Tecia
solanivora) entre otras; asi mismo, las enfermedades mas comunes son: marchitez bacteriana
(Ralstonia solanacearum), tizon temprano (Alternaria solani), tizon tardio (Phytophthora

infestans) y rhizoctoniasis o costra negra (Rhizoctonia solani) (ICA, 2011).

Para disminuir la pérdida de cultivos, es primordial usar semillas certificadas o tratadas con
insecticidas bioldgicos o quimicos (DANE, 2014). Sin embargo, estos Gltimos constituyen un
problema, ya que el uso inadecuado podria llevar a la resistencia genética de los microorganismos

y producir efectos desfavorables tanto en el ambiente como en humanos (Pérez et al., 2015).

1.4.2 Rhizoctoniasis o costra negra

La rhizoctoniasis es una enfermedad persistente, afecta al cultivo desde la siembra hasta la
cosecha, es ocasionada por el hongo Rhizoctonia solani y ataca aproximadamente a 250 especies
de plantas perennes y anuales (Arcos & Zufiga, 2015). En Ecuador esta presente en los sembrios
de papa, destruye tallos, estolones y tubérculos, causando dafios cuantitativos y cualitativos asi

como severas pérdidas econdmicas a los agricultores (Pozo, 2013).

Las pérdidas cuantitativas se relacionan con la infeccion de los 6rganos de la planta

anteriormente mencionados, afectando su rendimiento en la produccion de tubérculos. Por otra
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parte, las perdidas cualitativas se refieren al tamafio, deformacion de tubérculos y el aparecimiento
de esclerocios en su superficie (Tsror, 2010), por lo que se han realizado estudios ecologico,
patolégico y de control bioldgico, para combatir la enfermedad y mejorar la calidad del producto

(Gonzalez-Hernadez, 2002).

1.4.2.1 Descripcion de Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani Kiihn en su fase asexual, se considera la especie méas importante de la familia
Rhizoctonia, pertenece a la Clase Hyphomycetes (Tabla 1). Sus hifas tienen la peculiaridad de
fusionarse, por lo que han sido divididas en grupos de anastomosis (GA), los cuales se diferencian
por su morfologia y fisiologia (Montero-Tavera et al., 2013). Se han determinado 14 GA en R.
solani, siendo GA2, GA3, GA4, GA5 Y GAY los que afectan a la papa, donde GA3 es el causante

de esclerocios en el tubérculo (Beltran et al., 2011).

Tabla 1
Clasificacion taxondmica de Rhizoctonia solani Kiihn
Taxonomia
Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota
Clase: Hyphomycetes
Orden: Agonomicetales
Género: Agonomicetaceae
Familia: Rhizoctonia
Especie: Rhizoctonia solani Kihn

Fuente: (Agrios, 2007)


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Rhizoctonia&action=edit&redlink=1
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La fase asexual es patdgena y se caracteriza por la produccién nula de esporas, mas bien, se da
la formacién de micelio de color marron. A nivel microscopico, se puede observar como las
ramificaciones crecen formando un angulo recto con la hifa principal y un septo cerca de ella,
segun la figura 2 (Castro & Contreras, 2011); ademas, las hifas poseen varios nucleos (Epifanio,

2017).

Cuando existe humedad y elevadas temperaturas, el hongo entra en fase sexual y se lo conoce
como Thanatephorus cucumeris dando lugar a la formacion de basidioesporas, aunque esto no

ocurre a menudo (Robalino, 2018).

h - d

Figura 2. Rhizoctonia solani aislada de
papa (Solanum tuberosum L.) vista en el
microscopio (40x).

Fuente: (Figueroa & Ruano, 2013)
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1.4.2.2 Ciclo de vida de Rhizoctonia solani

El ciclo biolégico de R. solani, presenta dos fases (Figura 3). La primera sucede en la etapa de
crecimiento donde infecta a tallos, brotes y estolones a través de alguna herida, dando lugar a la
formacién de cancros y estrangulamiento (Acufia & Araya, 2017). En la segunda fase, los
tubérculos son atacados por los esclerocios presentes en el suelo; este proceso se da gracias a
diferentes enzimas extracelulares que degradan pectina, cutina y celulosa de la pared celular,

destruyendo asi las células del vegetal y colonizando el tejido marchito (Beltran et al., 2011).

Las condiciones dptimas para su crecimiento son la alta humedad del suelo y una temperatura
de 18°C, siendo la minima 8°C y la maxima 35°C; es de facil propagacion mediante agua de riego,

suelo y tubérculos contaminados (Acufia & Tejada, 2018).

)  Elhoneo oroduce cancros v estrangulamiento
. entallos y estolones, provocando la formacion de
tubérculos aéreos y afectando el desarrolio

de los tubérculos.
Al final de la temporada se produce
¢l desarrolio de esclerccios sobre
los tubéreulos

£l hongo causa lesiones en la punta de los brotes,
lo que puede retrasar o simplemente
impedi la emergencia de estos.

Cuando los tubéreulos
semillas son plantados,
€l hongo, que estd sobre
€l twbéreulo 0 en el suelo,
germina infectando fos
brotes, estolones y talos.

€1 hongo sobrevive en restos de plantas como micelio o
como esclerocio en suelo y tubérculos enfermos,

Figura 3. Descripcion del ciclo de vida de R. solani.

Fuente: (INIA-Remehue, 2017)
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1.4.2.3 Sintomas de la enfermedad

Se pueden observar varios sintomas a causa de la enfermedad denominada rhizoctoniasis o
costra negra, que ataca a los brotes, tallos, raices y estolones (Pozo, 2013).

Uno de los sintomas es la necrosis o cancros de color marrén en la base de los brotes, que
dependiendo del grado de la lesion, originan el debilitamiento de la planta y el retraso de su
desarrollo, adicionalmente, produce la formacion de tubérculos aéreos y hojas enroscadas de

coloracion purpura (Figura 4) (Acufia & Araya, 2017).

Fuente: (INIA-Remehue, 2017)

En tallos y estolones las lesiones son similares, se observan cancros cafés con hendiduras, que
conforme van creciendo producen estrangulamiento (Figura 5A). En el caso de los estolones, al
ser infectados en etapa temprana, producen deformaciones del tubérculo, e incluso no se alcanza

la formacion de estos (Acuiia & Tejada, 2018).
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En tubérculos, los sintomas son evidentes, se observa esclerocios o costras negras de forma
irregular localizadas en la superficie (Figura 5B). Los esclerocios son masas de hifas entrelazadas
que dan lugar a la formacion del micelio (Castro & Contreras, 2011). Una vez que la enfermedad

ha atacado a la raiz, se produce el encarrujamiento de las hojas apicales (Torres, 2002).

Figura 5. Signos de R. solani. A) Tallo de planta de papa estrangulado y
formacion de tubérculos aéreos. B) Esclerocios en superficie de papa.

Fuente: (INIA-Remehue, 2017)

1.4.2.4 Métodos de control de la enfermedad

El mas utilizado es el quimico, que corresponde al uso de fungicidas para combatir la
enfermedad, si bien esto no incrementa el rendimiento, ayuda a mejorar la calidad sanitaria de los
tubérculos; otro método es el bioldgico, a través del uso de microorganismos que actlan como
enemigos de R. solani, entre ellos estan Trichoderma harzianum, Rhizoctonia binucleada y

Verticillium bigutatum (Torres, 2002).

Para prevenir la proliferacion de enfermedades, se propone utilizar semillas certificadas o

previamente tratadas, rotar los cultivos de 3 a 4 afios con otros que no sean susceptibles a
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rhizoctoniasis, por ejemplo, la siembra de cereales. Las plantaciones poco profundas también
ayudan al desarrollo temprano de la papa evitando dafios en brotes y tallos nuevos. Por el contario,
los suelos con mucha materia orgéanica favorecen el desarrollo de la enfermedad (Acufia & Araya,

2017).

La aplicacion de varias medidas de prevencion ayudan a evitar el ataque del fitopatogéno,

obteniéndose mejores productos y mayores réditos econémicos (ICA, 2011).

1.4.3 Control bioldgico

1.4.3.1 Agentes de biocontrol

Como se menciono anteriormente, uno de los principales problemas en el cultivo de papa es la
susceptibilidad a los fitopatdgenos, lo que influye en su produccion (Pérez et al., 2015).
Normalmente los agricultores utilizan fungicidas y otros quimicos para combatir la enfermedad,
no obstante, cuando se usan sin moderacion, los microorganismos se vuelven resistentes, a mas de

que se produce dafio al medio ambiente y a la salud (Tarazona, 2017).

En la actualidad, una de las alternativas mas empleadas (Beltran et al., 2011) para contrarrestar
el ataque por hongos en plantas, es el control biolégico o biocontrol, que se define como la
disminucion del agente infeccioso o de la enfermedad originada por este, a través del uso de

antagonistas naturales (Beltran et al., 2011), considerados una de las herramientas mas eficientes
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y poco destructivas para el medio ambiente, logrando una agricultura sostenible (Pérez et al.,

2015).

El antagonismo se define como la interaccion entre microorganismos, donde el uno interfiere
con el otro, reduciendo la actividad de alguno de ellos (Robles, 2014). Varios estudios han
reportado su uso demostrando la disminucion de enfermedades causadas por oomicetos y hongos
de los géneros Phytophthora, Fusarium, Rhizoctonia y Sclerotium, entre otros (Pérez et al., 2015).

Para que un microorganismo sea considerado un agente de biocontrol, no debe ser perjudicial
para hombres, animales y plantas; tener la capacidad de colonizar y persistir en su interior cuando
sea inoculado en vegetales; capaz de adquirir mayor cantidad de nutrientes que el patégeno; facil
de reproducir; y, conservarse a nivel in vitro. Adicionalmente, es importante su estabilidad

genética, asi como su efectividad a bajas concentraciones (Epifanio, 2017).

Los agentes de control bioldgico de mayor uso en los cultivos son las bacterias, puesto que se
encuentran de forma natural en el suelo e inhiben a microorganismos fitopatdégenos, a través de
mecanismos como: competencia por espacio o sustrato, produccion de metabolitos o antibidticos

y secrecién de enzimas, lo que permite el crecimiento y desarrollo de las plantas (Robles, 2014).

1.4.3.2 Actinomicetos
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1.4.3.2.1 Caracteristicas generales

Los actinomicetos son bacterias aerobias Gram positivas, pertenecen a la familia
Actinomycetaceae, habitan en suelos y en cuerpos de agua dulce o salada (Van der Meij et al., 2017).
Se consideran microorganismos saprofitos, es decir que se alimentan de materia organica en

descomposicion (Parada et al., 2017).

A nivel morfolégico, son similares a los hongos con células alargadas, ramificadas,
filamentosas o de tipo hifa; sin embargo, al ser organismos procariontes carecen de nucleo
verdadero, su pared celular posee peptidoglicano y el genoma dispone de un alto contenido de
guanina y citosina (Singh et al., 2018). Su olor caracteristico es a tierra hUmeda que proviene de

la geosmina, un metabolito secundario producido por ellos mismos (Cisneros, 2016).

Existen aproximadamente 100 géneros y 1000 especies que habitan en diferentes tipos de
suelos, incluidos los agricolas. EI mejor caracterizado es Streptomyces, porque es facil de aislar y

produce mas de los dos tercios de los antibioticos ya existentes (Singh et al., 2018).

Los actinomicetos desempefian un papel vital en el crecimiento de las plantas, el control de
enfermedades, la putrefaccion de materia organica, asi como la produccién de metabolitos
secundarios de interés comercial. Esta Gltima caracteristica en conjunto con los compuestos
antimicrobianos que generan, les ha conferido capacidades de control bioldgico contra patdgenos

en plantas, aumentando el rendimiento (Singh et al., 2015).
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1.4.3.2.2 Condiciones de crecimiento

El crecimiento de los actinomicetos es influenciado por factores como temperatura, tipo de
suelo y pH. La mayor parte de las especies son mesofilas, es decir que se desarrollan a temperaturas
que varian entre 25°C y 30°C. Por otra parte, estos microorganismos viven en suelos poco
hdmedos y con un alto contenido de materia organica, caso contrario su crecimiento se reduce; al
ser bacterias aerobias se encuentran a una profundidad entre 2 y 15 cm; ademas, dada su
intolerancia a la acidez, el suelo debe tener un pH neutro, aunque pueden crecer en un rango de

5.0 a 9.0 (Gonzaélez, 2010; Cisneros, 2016).

1.4.3.2.3 Ciclo devida

El ciclo de vida de las actinobacterias ocurre mediante esporulacion. Cuando las condiciones
son adecuadas, una espora brota y forma uno o dos tubos germinales capaces de desarrollarse hasta
constituirse en hifas que crecen por ramificaciones, dando lugar a un micelio vegetativo y
liberando enzimas extracelulares descomponedoras de la quitina y la celulosa para la obtencion de
nutrientes. Cuando estos son escasos, se da el proceso de esporulacién, en donde el micelio
vegetativo sufre una autodegradacion con el objeto de proveer de alimento al micelio aéreo, como
se observa en la figura 6; a su vez, la fase inicial de la esporulacion esta relacionada con la
produccion de metabolitos secundarios bioactivos, con actividad contra bacterias, hongos, virus,

insecticidas y otros (Van der Meij et al., 2017).
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Figura 6. Ciclo de vida de los actinomicetos,
género Streptomyces

Fuente: (Van der Meij et al., 2017)

1.4.3.2.4 El rol de los actinomicetos en plantas

Los actinomicetos residen en la rizosfera de las plantas e influyen en su desarrollo fisiologico,
gracias a la produccion de fitohormonas como auxinas y giberelinas, y a su capacidad para
solubilizar el fosforo, necesario para el desarrollo de primordios o partes reproductoras de las
plantas. Varios reportes sefialan que estos microorganismos juegan un papel importante en el
crecimiento vegetal de cultivos de frejol, algodon, trigo y arroz. Asi mismo, se ha visto que
diferentes cepas de actinomicetos mejoran la formacion de micorrizas conducente al desarrollo de

las plantas (Singh et al., 2018).

Otra de las razones por la cual los actinomicetos han sido motivo de estudio, es la produccion
de compuestos bioactivos; entre ellos, antibidticos con actividad antagonista. Los primeros
antibioticos fueron aislados en 1940, a partir del género Streptomyces (Van der Meij et al., 2017),

por ejemplo, actinomicetina, micetona, actinomicina, proactinomicina y estreptomicina,
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compuestos con diferencias en cuanto a estructura, propiedades quimicas, capacidad

antimicrobiana y toxicidad (Singh et al., 2018).

A nivel in vitro, se ha demostrado que estas bacterias son capaces de suprimir el crecimiento
de diferentes hongos y oomicetos fitopatdgenos tales como Fusarium oxysporum, Rhizoctonia sp.
y Phytophthora (Gonzalez, 2010). De igual manera, se conoce que las enzimas, quitinasa y
p-1,3-glucanasa presentan funciones de tipo antifingicas y biocontroladoras, limitando o
eliminando la propagacion de la enfermedad (Pérez et al., 2015). Por tales razones, estos
microorganismos se presentan como una alternativa ecoldgica para disminuir el uso de

agroguimicos.

1.3.2 Hipotesis

Las cepas de actinomicetos aisladas de suelos paperos de la provincia de Pichincha, muestran

actividad antagonica estadisticamente significativa contra el patégeno Rhizoctonia solani

mediante ensayos in vitro.
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CAPITULO Il

2.  MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

El trabajo de tesis fue realizado por Ana Belén Salazar Palacios, con la guia de la licenciada

Alma Koch Kaiser, MSc. y la codireccion del ingeniero Andrés lzquierdo PhD.

2.2 Zona de estudio

El proyecto se desarroll6 en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE — Campus Sangolqui y fue una continuacién del proyecto financiado por la ESPE
“Caracterizacion de factores de supresividad presentes en suelos andinos a Phytophtora infestans

y otros oomicetes” ejecutado en 2009.

2.3 Periodo de investigacion

El proyecto de tesis se ejecutd durante los meses de marzo a junio de 2019.



22

2.4 Procedimiento

2.4.1 Origen de las muestras

Se utilizaron 11 cepas de actinomicetos liofilizadas aisladas de suelos paperos de la provincia

de Pichincha en 2011; ademas de una muestra actualizada de suelo de papa de la misma provincia.

2.4.2 Aislamiento de nuevas cepas de actinomicetos

Para el aislamiento de las cepas de actinomicetos, se peso 10 g de suelo de papa y se los colocd
en un frasco con 90 ml de agua destilada estéril, agitando durante 30 min a 70°C. De la mezcla se
tomaron 10 ml y se los pasé a un tubo de ensayo obteniendo la dilucion 10 g/ml, a partir de la
cual se transfirié nuevamente 1 ml a otro tubo previamente esterilizado con 9 ml de agua destilada.

Se realizaron diluciones seriadas hasta obtener una dilucién final de 10 g/ml (Caro, 2016).

2.4.2.1 Siembra

Antes de hacer las siembras, los tubos fueron agitados, con el fin de homogenizar la muestra;
inmediatamente se coloc6 100 pl de cada dilucion en un extremo de las cajas Petri con medio de
cultivo solido agar glicerol extracto de levadura (YGA) y con la ayuda de un triangulo de siembra,
se esparci6 por toda el area. Seguido, se dejo incubar las cajas en posicion invertida a 28°C durante
cuatro dias (Cisneros, 2016). Se realizé el mismo procedimiento utilizando el medio de cultivo agar

infusion cerebro corazon (AICC).
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2.4.2.2 Seleccién de colonias

Pasado el tiempo de incubacion, se realiz6 un recuento de colonias. Se escogieron las cajas con
colonias que presentaban caracteristicas de actinomicetos (Caro, 2016). Luego, con un asa
esterilizada, se procedié a sembrar la colonia en ambos medios mediante técnica de estriado,

incubandose a las condiciones antes mencionadas.

2.4.2.3 Caracterizacion morfoldgica de actinomicetos

2.4.2.3.1 Caracterizacion Macroscépica

El analisis macroscopico se lo realizd en las mismas cajas Petri, en donde se observd
caracteristicas fenotipicas, tales como: tamafio, forma, textura, elevacion y pigmentacion (Pérez

etal., 2015).

2.4.2.3.2 Caracterizacion Microscopica

El analisis microscopico se realizé6 mediante tincion Gram. Para ello, sobre un portaobjeto, se
colocd una gota de agua destilada y con la ayuda de un asa esterilizada, se tomd muestra de los
aislados crecidos en las cajas Petri, haciendo un frotis sobre el portaobjeto. Se dej6 secar la placa

al ambiente y luego se flamed cuatro veces para fijar la muestra (Rodriguez & Arenas, 2018).
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Inmediatamente, se tifio la placa con cristal violeta, se esperé un minuto y se enjuago con agua
destilada; el mismo procedimiento se realizd con lugol. Luego se agregaron cinco gotas de
decolorante, se esperé 30 segundos y se procedio a lavar con agua destilada. A continuacion, se
realizo la tincion de contraste afiadiendo safranina, se esperd por un minuto y se lavo nuevamente
con agua destilada, para retirar el exceso de colorante (Lépez-Jacome et al., 2013). Una vez secas

las placas, la visualizacion se realizé mediante el microscopio Olympus a un lente de 100X.

2.4.2.4 Conservacion de nuevas cepas de actinomicetos

Se hizo el mantenimiento de las cepas cada 20 dias y se las almaceno a una temperatura de 4°C,

controlando su pureza (Caro, 2016).

2.4.3 Activacion de cepas de actinomicetos liofilizadas

Para la activacion se utilizaron 11 cepas de actinomicetos liofilizadas, aisladas de suelos paperos
de la provincia de Pichincha por Villamarin en 2011 y nombradas como P3, P8, P12, P21, P, 22,

P25, P30, P32, P36, P37, P40.

2.4.3.1 Hidratacion

Se coloco 1 000 ul de agua peptonada estéril 0,1% p/v en tubos viales de 1,5 ml. A continuacion,

las muestras fueron suspendidas en cada tubo durante una hora aproximadamente (Gomez, 2014).
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2.4.3.2 Siembra

Una vez hidratadas las muestras, se las agitd mediante vortex, con el fin de homogenizar el
contenido en cada uno de los 11 tubos (Robalino, 2018). Seguidamente, se coloc6 10 pl de muestra
resuspendida en un extremo de las cajas Petri y con la ayuda de un asa bacteriol6gica se sembro
por estriado en medio YGA y en agar infusion cerebro corazén (AICC), incubando a 28°C durante

cuatro dias (Franco-Correa et al., 2009).

2.4.3.3 Caracterizacién morfologica y conservacion de cepas activadas

La caracterizacion se efectu6 de forma macroscopica y microscopica, siguiendo el
procedimiento anteriormente mencionado en las cepas de actinomicetos aisladas directamente de

suelo papero. Los cultivos se almacenaron a 4°C, con el fin de mantenerlos puros.

2.4.4  Aislamiento de Rhizoctonia solani

El aislamiento del hongo R. solani se realizé a partir de tubérculos que presentaban formacion

de esclerocios en su superficie.
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2.4.4.1 Preparaciony siembra de tubérculos

A los tubérculos se les someti6 a un proceso de desinfeccién, el cual consistié en lavar las papas
tres veces con agua corriente, para eliminar cualquier tipo de suciedad; posteriormente fueron
cortados en pequefios trozos y desinfectados con una solucién de hipoclorito de sodio al 3% por 3
min, luego se los lavé tres veces con agua destilada estéril, eliminando asi el exceso de cloro y se

los seco con papel toalla estéril (Castillo, 2004).

A continuacién, los trozos de papa fueron inoculados en el centro de las cajas Petri con medio
agar papa dextrosa (PDA) cloranfenicol y se incubd a temperatura de laboratorio 25°C durante

cuatro dias.

Cada vez que el micelio presentd crecimiento, se tomd una muestra y se repitio el procedimiento

hasta obtener cultivos puros (Alban, 2015).

2.4.4.2 Caracterizacion morfoldgica de R. solani

2.4.4.2.1 Caracterizacion Macroscépica de R. solani

La caracterizacion a nivel macroscopico se efectud en las cajas Petri, en donde se evaluaron
caracteristicas tipicas del hongo como son: coloracion, textura, presencia o ausencia de esclerocios

(Albén, 2015).
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2.4.4.2.2 Caracterizacion Microscopica de R. solani

A nivel microscopico, se realizaron pruebas con tincion de azul de lactofenol. La prueba
consistié en tomar una pequefia cantidad de micelio con cinta adhesiva transparente y pegarla sobre
una gota del colorante antes mencionado en el portaobjeto (Gémez, 2014). La visualizacion de

las placas se realizé mediante el microscopio Olympus a un lente de 100X.

2.4.4.3 ldentificacion Molecular de R. solani

24431 Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA se cultivé micelio puro en medio liquido dextrosa de peptona de
levadura (YPD) durante ocho dias. Con la ayuda de una gasa estéril, se filtré el micelio y coloco
en un tubo eppendorf de 2 ml, se afiadio a la muestra 500 ul del buffer de extraccion (140 mM
sorbitol, 220 mM Tris HCI pH=8,0; 22 mM EDTA, 800 mM NacCl; 0,8 % (p/v) CTAB, 1%
sarkosyl,) y 1 000 pl de mercaptoetanol para proceder a macerar con un micropistilo. Se agregd
500 pl de cloroformo:isoamilalcohol en proporcion 24:1 y se lo invirtio levemente para
homogeneizar la muestra; se incub6 a 55°C durante 30 min en el termobloque Provocell, agitando

el tubo manualmente cada 10 min.

Una vez, enfriado el tubo, se centrifugd a 14 000 rpm por 10 min, se extrajo el sobrenadante y

se transfirié a uno nuevo, teniendo precaucion de no topar la interfase. Al sobrenadante resultante,
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se le agregd 750 pul de isopropanol, se mezcld suavemente y se llevo a -20°C durante 30 min.

Después de este tiempo, se centrifugd nuevamente la muestra a 14 000 rpm por 10 min.

Descartado el sobrenadante, se lavé por duplicado el pellet o DNA con etanol al 70% y se coloco
el tubo en posicion invertida durante 25 min dentro de la camara de flujo laminar; a continuacion,
se resuspendié el pellet en 50 ul de agua ultrapura mas 2 pl de RNAsa y se incubé a 37°C durante

30 min.

La concentracion de DNA fue medida en el nanodrop Genova nano Jenway; la muestra se ajusto
a una concentracién de 40 ng/ul y fue almacenada a -20°C para ser usada en posteriores reacciones

de PCR (Alban, 2015). EI mismo procedimiento se realiz6 para todos los aislados obtenidos.

2.4.4.3.2 Amplificacion de fragmentos de DNA

Para la amplificacion de los fragmentos de DNA, se emplearon los primers ITS1 e ITS4 (Tabla
2). La preparacion del master mix se realizé en la camara de flujo laminar para un volumen final

de 25 pl (Diaz et al., 2014).

Se ejecutd un ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en el que se utilizaron cuatro
reacciones: dos muestras de DNA de R. solani, un control negativo con cada componente de la
PCR a excepcion del DNA (para verificar que no exista contaminacion) y un control positivo

consistente en DNA de aislados de llyonectria (Alban, 2015).
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En cada reaccion se agreg6 9 ul de agua de PCR, 1 pl de cada uno de los primers ITS, 13 pl de
la enzima Green GoTaq Mix y 2 ul de DNA. La amplificacion se realizo por 35 ciclos (Tabla 3)

en un termociclador multigene (Alban, 2015).

Tabla 2
Secuencias de primers ITS
Primers Secuencias Tamario (pb)
ITS1 5’>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3°
500 - 900
ITS4 5’>-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

Fuente: (Diaz et al., 2014)

Tabla 3
Configuracion del termociclador para reaccion de PCR con primers ITS1/ITS4
Temperatura Tiempo Numero de ciclos
94°C 5 min 1
95°C 30 seg 35
58°C 30 seg 35
72°C 1 min 35
72°C 10 min 1
4°C 5 min 1

Fuente: (Diaz et al., 2014)

2.4.4.3.3 Electroforesis

La electroforesis se realizd en un gel de agarosa al 1,5% con 40 ml de tampon TAE 1X y 2
de bromuro de etidio; después se cargd en el gel 4 ul del marcador GeneRuler de 100 pb (Thermo
scientific) y 4 pl de producto de PCR. Las muestras se corrieron a 100 V durante 30 min (Robalino,

2018).
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Una vez finalizada la corrida, con la ayuda del transiluminador se pudo observar el tamafio de
las bandas. Los 21 pl restantes del producto de PCR fueron enviados al sistema de secuenciacion
de Macrogen. A partir de los resultados, se ensamblaron las secuencias mediante el software

GENEIOQOUS, seguido del alineamiento usando la herramienta BLAST del NCBI (Diaz et al., 2014).

2.4.4.4 Conservacion de R. solani

La conservacion de las cepas de R. solani se realizé mediante sub-cultivos en medio PDA cada

20 d y se las mantuvo a 4°C.

2.4.5 Pruebas de antagonismo Actinomicetos vs R. solani

Las pruebas de antagonismo frente a R. solani fueron realizadas mediante la técnica de cultivo
dual a una temperatura de 25°C (Pérez et al., 2015), en medio agar glicerol extracto de levadura

(YGA) y en agar infusion cerebro corazon (AICC).

Para ello, en uno de los extremos de la caja Petri, se coloc6 un trozo de agar con actinomiceto
de aproximadamente 5 mm. Al cabo de dos dias, se procedio a la inoculacion del fitopatdgeno al
lado opuesto de la caja con un pedazo de la misma medida que la bacteria. Se realizaron cinco

repeticiones en los citados medios; ademas, el patdgeno fue sembrado en el centro de cuatro cajas
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Petri, para ser utilizado como control, pudiendo evaluar la viabilidad del crecimiento radial

(GOmez, 2014).

El porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR), se realizd luego de cuatro dias de
haber sido inoculado el hongo, mediante la siguiente formula, y con un calibrador digital (Rios et
al., 2016):

(RL-R2)

PICR =
R1

100

Donde:
R1: Crecimiento radial del patégeno libre (control)

R2: Crecimiento radial del patdgeno influenciado (cultivo dual)

2.4.6 Andlisis Estadistico

De las pruebas de antagonismo en medio agar glicerol extracto de levadura (YGA) y en agar
infusion cerebro corazén (AICC), se realizaron cinco repeticiones de cada cepa, aplicando un

disefio experimental completamente al azar (DCA).

Los datos del PICR, se analizaron en el programa InfoStat version estudiante 2018e. Para
determinar si los valores seguian una distribucion normal se us6 la prueba de Shapiro-Wilks;

ademas se efectué un ANOVA, en donde los factores fueron medio-cepa y la variable dependiente
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el porcentaje de inhibicion radial del patdgeno influenciado por la bacteria. Adicionalmente se

hicieron comparaciones maltiples de medias con la prueba de Tukey.
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CAPITULO 11l

3. RESULTADOS

3.1 Aislamiento y activacion de cepas de actinomicetos

En la primera parte de este trabajo se realizé el aislamiento de nuevas cepas de actinomicetos a
partir de suelo papero. Al cabo de tres dias de incubacidn, se obtuvo crecimiento en 8 de 12 cajas
Petri sembradas con las diluciones seriadas. Cuatro de ellas, corresponden al medio agar glicerol

extracto de levadura (YGA), y las cuatro restantes, al medio agar infusion cerebro corazon (AICC).

En las tres primeras diluciones (107, 102, 10®) se observo crecimiento masivo y en las dos
Gltimas (107, 10°®) no se evidencié cambios, por lo que, se eligié la dilucion 10 g/ml a la que se
denomind D4 para posteriores ensayos, debido a que el nimero de colonias fue significativo en los

dos medios y presentaban posibles caracteristicas de actinomicetos.

La obtencion de cultivos puros de la muestra seleccionada se logré a través de varias

repeticiones mediante técnica de estriado.

Por otro lado, utilizando la metodologia propuesta por Correa-Franco et al. (2009) se activaron
10 de las 11 cepas de actinomicetos, que inicialmente se encontraban liofilizadas, observandose

crecimiento a partir de los cuatro dias de incubacion, en medio YGA y en AICC.
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3.1.1 Caracterizacion morfologica

Macroscopicamente, las colonias presentaron diferente tamafio y forma, siendo circulares,
filamentosas, convexas o planas, con textura seca, opaca y aspera, pero todas emitian un olor a

tierra himeda, caracteristicas propias de los actinomicetos que se presentaron en los dos sustratos.

En lo que a coloracion se refiere, las cepas que crecieron en medio YGA, en su mayoria fueron

blancas y cremas; en medio AICC se desarrollaron con pigmentaciones café-amarillento (Figura

Figura 7. A) Activacion de actinomicetos liofilizados, cepa P36 en medio YGA. B)
Cultivo de cepas de actinomicetos a partir de suelo papero, cepa D4 en medio AICC.

Fuente: (Salazar, 2019)

En cuanto a evaluacion microscopica, la tincion Gram permitio el reconocimiento de bacterias
Gram positivas de color morado en forma de bacilos, individuales o en pareja con filamentos

delgados y ramificados, formando cadenas cortas o largas (Figura 8).
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Figura 8. Valoracién microscopica de actinomicetos. A) Cepa P36 reactivada.
B) Cepa D4 aislada de suelo papero, 100X.

Fuente: (Salazar, 2019)

3.2 Aislamiento de Rhizoctonia solani

El aislamiento de Rhizoctonia solani se logro a partir de tubérculos de papa que presentaron

posibles sintomas de la enfermedad rhizoctoniasis o costra negra.

Para ello, se sembré en medio PDA pequerios trozos de papa que contenian esclerocios en su

superficie lo que permitio obtener varios aislados del fitopatdgeno.

3.2.1  Caracterizacion morfologica
Luego de tres dias de incubacidn, se observo el crecimiento de hifas de coloracion blanco y de
textura algodonosa. Sin embargo, a medida que trascurrieron los dias, el micelio se torné café e

inclusive en algunas cajas se evidencio la formacién de esclerocios (Figura 9).



36

Figura 9. Crecimiento de Rhizoctonia solani en medio PDA. A) Ausencia de esclerocios.
B) Presencia de esclerocios.

Fuente: (Salazar, 2019)

Microscépicamente, en las muestras tefiidas con azul de lactofenol, se confirmé que los aislados
correspondian a R. solani, puesto que se observo la fusion de hifas, el &ngulo recto formado entre

ellas, asi como el estrangulamiento y el septo cerca de la ramificacién principal (Figura 10).

Figura 10. Estructura microscopica de
Rhizoctonia solani, (100X).

Fuente: (Salazar, 2019)
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3.2.2 Caracterizacion molecular de R. solani

3.2.21 Extraccion de DNA

A través de la maceracion de las muestras con micropistilos se logré la ruptura de la membrana
celular. Mediante el protocolo de extraccion empleado se obtuvieron buenos resultados en cuanto

a calidad y concentracion de DNA de los aislados (Tabla 4).

Tabla 4
Concentracion y pureza de muestras de DNA de R. solani
Muestras Concentracion Absorbancia Absorbancia
ng/ul 260/280 260/230
R. solani (M1) 1301,7 1,86 1,03
R. solani (M2) 1450,7 1,94 1,17

3.2.2.2 Amplificacion de fragmentos de DNA

La amplificacion de fragmentos de DNA extraidos a partir de los aislados identificados de
manera macro y microscopica como R. solani, revel6 una banda de 700 pb aproximadamente
(Figura 11). Adicionalmente, en el analisis de las secuencias de nucledtidos se obtuvo un 99,56%
de identidad con la region ITS de la especie esperada perteneciente al grupo de anastomosis GA3

(Anexo D).



38

Ladder Ml M2 CN CP

Figura 11. Patrones de bandas amplificadas por PCR
de aislados de R. solani obtenidos de tubérculos de
papa con primers ITS1/ITS4. CN: control negativo,

CP: control positivo cepa de Ilyonectria.

Fuente: (Salazar, 2019)

3.3 Pruebas de antagonismo Actinomicetos vs R. solani

Las pruebas se realizaron mediante la técnica de cultivo dual, la cual permitié calcular el
porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) en los medios empleados, obteniéndose un

total de 11 cepas con diferente capacidad inhibitoria (Anexo A).

En las figuras 12 y 13 se observan algunos ejemplares de las cepas de actinomicetos enfrentadas
a R. solani en YGA y AICC respectivamente, evidencidndose halos de inhibicion tras los ensayos

de antagonismo.



Figura 12. Pruebas de antagonismo en medio
YGA: actinomicetos vs R. solani, cepa P25 (A),
cepa P30 (B), cepa P40 (C), control (D).

Fuente: (Salazar, 2019)

Figura 13. Pruebas de antagonismo en medio
AICC: actinomicetos vs R. solani, cepa P37 (A),
cepa P22 (B), cepa P30 (C), control (D).

Fuente: (Salazar, 2019)
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La figura 14 muestra el diagrama de barras de las pruebas de antagonismo en medio YGA. Se
evidencia que el crecimiento de R. solani frente a la cepa P8 (8,08%), no presentd diferencias
estadisticamente significativas de inhibicion, mientras que en las cepas P21, P37 y D4, los PICR

fueron: 69,90%, 68,98% Yy 68,90% respectivamente, siendo las méas antagonicas.

Grdéfica pruebas de antagonismo en medio YGA

72,99 69,90 68,98 68,90
55,99
38,99

21,99

PICR PROMEDIO (%)

8,08

4,99+
P3 P8 P12 P21 P22 P25 P30 P36 P37 P40 D4

TRATAMIENTO:actinomiceto vs R. solani
Figura 14. Gréafico de barras pruebas de
antagonismo: actnomicetos vs R. solani en
medio YGA.

Fuente: (Salazar, 2019)

En medio AICC la cepa que menos inhibi6 fue P40 (18,62%); por el contrario, la comparacion
de medias, indica que los mejores tratamientos se lograron con las cepas D4 (43,80%), P37

(40,77%) y P36 (39,89%) (Figura 15).
Gréfica pruebas de antagonismo en medio IACC

45,067 43,80
40,77
39,89

38,13
31,21

24,29

PICR PROMEDIO (%)

18,62

17,36
P3 P8 P12 P21 P22 P25 P30 P36 P37 P40 D4

TRATAMIENTO: actinomiceto vs R. solani
Figura 15. Gréfico de barras pruebas de
antagonismo: actnomicetos vs R. solani en
medio AICC.

Fuente: (Salazar, 2019)
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Para el analisis estadistico, se realizé una prueba de normalidad conocida como Shapiro-Wilks,

la cual determiné que los 11 tratamientos siguen una distribucion normal en los dos sustratos
(Anexo B). Posteriormente se efectu6 un ANOVA de doble via, los resultados expresan que las
medias poblacionales de los factores son significativamente diferentes (p<0,0001) y su interaccion

influye en el porcentaje de inhibicion (Anexo C).

Considerando la diferencia significativa entre el medio y la cepa, se hizo una comparacion
multiple de medias de Tukey (Figura 16) en donde las cepas mas antagonicas son P21 (69,91%) en
medio YGA y D4 (43,80%) en AICC, y, las menos inhibitorias P8 (8,08%) y P40 (18,62%) en el

mismo orden.

Adicionalmente, en la figura 17 se puede observar que los tratamientos en medio YGA no son
muy dispersos como en AICC; ademas, para este Gltimo la capacidad de inhibicion no supera el

50%.

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=14,10095
Error: 36,1675 gl: 88
Cepa Medio Mediaz n

P8 IGA g,08 &5 2,69 A

P40 AICC 18,62 5 2,85 A B

P3 AICC 19,72 5 2,89 A B C

P25 AICC 22,16 5 2,82 A B C

P30 AICC 27,45 5 2,89 B C D

B3 AICC 33,76 5 2,88 C D E

P22 AICC 37,2% 5 2,89 D E

P12 AICC 38,54 5 2,69 oD E F

P21 AICC 39,61 5 2,69 D E F G

P3& AICC 38,859 5 2,69 D E F G

P37 AICC 40,77 5 2,68 oD E F G

P25 YGA 41,34 5 2,689 D E F G

P40 IGA 43,50 5 2,89 E F G H

D4 AICC 43,80 5 2,689 E F G H

P36 YGA 51,83 5 2,69 F G H I
B3 IGA 53,16 5 2,89 G H I
P12 YGA 56,20 5 2,689 H I J
P30 YGA 61,80 5 2,69 I J
P22 IGA €7,88 5 2,89 J
D4 TGA 68,80 5 2,69 J
P37 YGA 68,88 5 2,69 J
P2l ¥GA 69,81 5 2,89 J

Msdias con una lstras comin no son significabivaments difsrsntes (p > 0.05)

Figura 16. Prueba de Tukey para la interaccion
Cepa*Medio

Fuente: (Salazar, 2019)
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Gréfica de dispersion del PICR en pruebas de antagonismo
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Figura 17. Gréfica de dispersién del PICR en pruebas de

antagonismo en medio YGA y AICC.

Fuente: (Salazar, 2019)
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CAPITULO IV

4. DISCUSION

Pese a que en la actualidad los actinomicetos son reconocidos como productores de la mayoria
de antibidticos y enzimas extracelulares, en nuestro pais son pocos los estudios realizados sobre
los beneficios capaces de proporcionar en la agricultura, entre ellos, su uso como controladores

bioldgicos.

La primera parte de este trabajo consistio en aislar nuevas cepas de actinomicetos provenientes
de suelo papero, lo cual se logré a partir de la dilucién 10 g/ml. Segln Pelez (2014), para que un
recuento sea significativo, el nimero de colonias debe ser entre 30 y 300, lo que concuerda con la

muestra seleccionada.

Como estrategia para el aislamiento y reactivacion de los actinomicetos, se vio la necesidad de
emplear dos sustratos. Segun Forbes (2009), los actinomicetos aerobios, en su mayoria no necesitan
de requerimientos complejos para su crecimiento, por lo cual se emplean medios comunes como
agar nutritivo, agar sangre de carnero y agar infusion cerebro corazén (AICC), entre otros. Sin
embargo, este tipo de bacterias son de crecimiento lento y los cultivos pueden ser invadidos por
otros microorganismos; por dicha razon, se utiliz6 un medio selectivo como es el agar glicerol

extracto de levadura (YGA), a mas del AICC.
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El uso de los dos medios de cultivo resultd ser viable para aislar y activar actinomicetos,
obteniéndose un total de 11 cepas después de cuatro dias de ser inoculadas. Segun Pineda (2015),
las colonias se pueden observar a los tres o cuatro dias de incubacién; sin embargo, para el

desarrollo del micelio aéreo maduro se necesité de siete a 14 dias.

Caicedo (2012), en su estudio también aislé actinomicetos de la rizosfera de leguminosas; para
ello, utiliz6 el medio YGA, obteniendo cultivos puros a los 14 dias, aduciendo especificidad para
las citadas bacterias, ya que permite una buena esporulacién o pigmentacion, a mas de que el
glicerol sirve como fuente de carbono. De igual manera, Pacheco (2016), reactivo actinomicetos a
los siete dias, empleando el mismo medio en similares condiciones ambientales a las de este

estudio.

Caro (2016) menciona que dentro del Orden Actinomycetales, puede existir una gran variedad,;
no obstante, los métodos habituales de aislamiento han demostrado que alrededor del 95% de los

actinomicetos aislados del suelo son del género Streptomyces.

La caracterizacion morfologica de los aislados se realizo en base al crecimiento en dos medios,
en donde no se observaron diferencias significativas en cuanto a forma, textura, y olor, pero si en
pigmentacion, ya que en el medio AICC las colonias fueron café-amarillento, mientras que en
medio YGA se presentaron de color blanco-crema; esto se corrobora con varias investigaciones,
en donde se han aislado actinomicetos, encontrando en su mayoria colonias con pigmentos blanco,

gris, crema y amarillo (Sirisha et al., 2013).
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A nivel microscépico, las cepas presentaron caracteristicas semejantes a otros estudios, por
ejemplo, Paz (2016), realizo tincién Gram a una bacteria resultando ser bacilos Gram positivos,
mas tarde identificada como Streptomyces acidiscabies. Asi mismo, Gonzalez (2013), menciona
que las colonias en medio AICC producen filamentos que se fragmentan formando cadenas cortas;
mientras Pineda (2015) describe a las colonias con poco crecimiento micelial, no fragmentado y
presencia de esporas, en un medio diferente al empleado en este trabajo. Tarazona (2017) acota
que las caracteristicas varian dependiendo de la disponibilidad de nutrientes en el medio y de las
condiciones ambientales. Por tanto, con los resultados de las caracteristicas macroscopicas y

microscopicas, las 11 cepas se consideraron como pertenecientes al género Streptomyces.

La provincia de Pichincha es una de los mayores productoras de papa en Ecuador; sin embargo,
sus cultivos son invadidos por organismos patdgenos como R. solani, que destruye tallos, estolones

y tubérculos (Pozo, 2013).

En este estudio, R. solani se aislé a partir de tubérculos de papa con sintomas de la enfermedad,
como son los esclerocios en la superficie. Para lograr el aislamiento y posterior reproduccion del
fitopatdgeno, se inocularon pequefios trozos de tejido dafiado en medio selectivo agar papa dextrosa
(PDA), cuya importancia radica en su composicion. Segin Cafiedo & Ames (2004), los medios
utilizados para el crecimiento de los hongos deben tener los nutrientes necesarios que faciliten su
desarrollo. EI PDA es el mas empleado para aislar hongos y levaduras, se obtiene a partir de
infusion de papa y dextrosa; normalmente se afiaden antibioticos para inhibir el crecimiento de
bacterias contaminantes; en este caso, el medio fue suplementado con 0,1 gramos de cloranfenicol,

farmaco efectivo frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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A partir de los resultados obtenidos, el patdgeno aislado presento caracteristicas macroscopicas

y microscopicas correspondientes a R. solani.

Fenotipicamente, el color, la textura y la forma del micelio, asi como la formacion de esclerocios
coinciden con lo reportado por Diaz et al., (2014), quienes aislaron R. solani de frutos de calabaza
pipiana. No obstante, existieron diferencias en la coloracién del micelio entre los aislados, siendo
unos mas obscuros que otros. Resultados similares se obtuvieron en el estudio de Giovannini et al.,
(2005), mencionando la posibilidad de encontrar individuos con caracteristicas morfoldgicas

distintas dentro de una misma poblacion y en una zona definida.

Asi mismo, el patdgeno mostrd hifas ramificadas en angulo recto con un septo cerca del origen,
células nucleadas y no esporuladas, corroborandose lo descrito por Figueroa & Ruano (2013) y

Montero-Tavera et al., (2013) en sus trabajos con esta misma especie.

El protocolo de extraccion utilizado resultd exitoso, permitiendo obtener una buena

concentracion y pureza del DNA de los aislados.

Segun datos tomados del Banco Nacional de DNA Carlos Ill, la concentracion de DNA se
calcula con su absorbancia méxima de 260 nm, mientras que para estimar la pureza se utiliza la

relacion 260/280 y 260/230.
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Con el primer coeficiente se determina el contenido de proteina en la muestra. Cuando los
valores varian entre 1,8-2,0, el DNA tiene una pureza optima (Sambrook & Russell, 2001). Las
concentraciones que se reportan en la tabla 4 estan dentro del rango establecido, es decir que las
muestras no presentaron contaminacion por proteinas y el proceso de extraccion y purificacion fue

realizado de manera correcta.

Por otra parte, a 230 nm se evalUan contaminantes como sales, carbohidratos, compuestos
fenolicos y RNA. Para este caso, el DNA se considera puro en un rango de 1,5-2,2 (Sambrook &
Russell, 2001). Segun los datos presentados en la tabla 4, para una absorbancia 260/230 todas las
muestras presentaron contaminacion, debido a su ratio menor a 1,55. Solano-Florez et al., (2009)
mencionan varios factores que inciden en la concentracién y pureza del DNA, tales como: el
método de extraccion, cantidad de tejido, condiciones del material sea fresco, congelado o fijado,
entre otros. Con base en lo anterior, los resultados obtenidos pudieron atribuirse a un mal filtrado

del micelio, porque se encontraba fuertemente adherido al agar, haciendo dificil la separacion.

A pesar de que los resultados obtenidos para la absorbancia de 230 no fueron los esperados,

estos no influyeron en posteriores ensayos.

Anteriormente, la identificacion de un microrganismo estaba basada Unicamente en su
morfologia. En la actualidad, existen técnicas moleculares como la PCR y posterior secuenciacion

de sus productos que brindan una mayor precision (Sanchez-Garcia el at., 2017).
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Para la identificacion molecular de los aislados, es primordial realizar un analisis de identidad
de secuencias de rDNA de las regiones ITS. Su estudio ha sido de gran interés porque son pequerias,
altamente variables, faciles de amplificar y alinear, ademas de haber demostrado utilidad en la

identificacién de grupos de anastomosis de R. solani (Avendafio et al., 2015).

En el presente estudio, el producto de PCR combinado con los primers universales ITS1 e ITS4
reveld una banda de 700 pb aproximadamente, coincidiendo con lo reportado por Diaz et al.,
(2014); de igual manera, Alban (2015) obtuvo una talla de banda de 650 pb en su trabajo de

investigacion.

En cuanto al alineamiento de las secuencias realizas en el programa bioinformatico BLAST, el
porcentaje de similitud fue del 99,56%, concordando con las secuencias de R. solani del GenBank
y confirmando la presencia del grupo anastomosico AG3. Sin embargo, Montealegre et al., (2003)
manifiestan que no son los Unicos grupos gque se pueden encontrar, en su estudio concluy6 que de
cinco cepas de R. solani aisladas de tomate, cuatro corresponden al GA4 y una al GA2-1,
ratificandose con lo indicado por Fernandez (2011), quien identificé grupos GA2-2, GA4 y G5 en

suelos paperos de Sinaloa.

Todas las cepas de actinomicetos presentaron capacidad antagdnica, ya sea minima, frente a R.
solani en los dos sustratos. Rojas et al., (2017), indican que estos microorganismos producen
metabolitos secundarios como los antibidticos, los cuales, en determinadas situaciones de
competencia por espacio 0 nutrientes, han demostrado inhibir el crecimiento frente a varias

especies de fitopatdgenos. Asi, Pérez et al., (2015) evaluaron 85 cepas de actinomicetos de suelos
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paperos, de las cuales 52 expresaron actividad antifungica a R. solani, 22 a Fusariumsp.,y 11 a P.
infestans. Resultados similares reporta Caro (2016), quien encontré un 55,1% de los actinomicetos

aislados de suelos con antagonismo a R. solani.

En los ensayos de enfrentamiento realizados en esta investigacion, el medio YGA resulto ser
mas efectivo que el AICC, puesto que, de 11 cepas utilizadas, ocho superaron el 50% de PICR,
siendo la cepa P21 (69,90%) la mas antagdnica. Por el contrario, en AICC, el mayor porcentaje de
inhibicion fue de la cepa D4, alcanzando solo el 43,80%. Cabe mencionar que la coloracion del
patdgeno en el tltimo medio fue mas obscura. Pérez-Corral et al., (2015) mencionan a la melanina
como escudo del hongo, proporciondndole resistencia a diversas agresiones por otros
microorganismos; en consecuencia, esto pudo influenciar en los resultados, obteniéndose una
menor efectividad. Ademas, con la prueba de ANOVA realizada, se corrobora que la interaccion
entre los factores es significativa, en donde cada cepa puede tener diferente mecanismo de accion

dependiendo de las condiciones.

Varios autores sefialan que gracias a la actividad de los actinomicetos, se han elaborado
productos de uso agricola disponibles en el mercado, consiguiendo resultados positivos en el

control de ciertas especies de hongos patdgenos (Fonseca, Castellanos, & Leon, 2011).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se aislaron cepas de actinomicetos procedentes de suelo papero de la provincia de Pichincha,

identificadas morfolégicamente como Streptomyces y con capacidad antagonica a R. solani.

De 11 cepas liofilizadas, se consigui6 activar a 10 del género Streptomyces, y se las mantuvo

en medio agar glicerol extracto de levadura (YGA) y agar infusion cerebro corazon (AICC).

Los aislados de R. solani se obtuvieron a partir de tubérculos de papa infectados con
esclerocios en la superficie; su caracterizacion morfolégica y molecular permitié confirmar

la especie esperada, obteniéndose un 99,56% de similitud con las secuencias del GenBank.

De acuerdo a las pruebas de antagonismo in vitro, todas las cepas de actinomicetos
presentaron actividad antifingica frente a R. solani en los dos medios empleados,
comprobandose la hipdtesis. La variacion del PICR, estuvo influenciada por la interaccion

entre el medio y la cepa.

Las cepas de menor inhibicion fueron la P8 (8,08%) y P40 (18,62%) en medio YGA y AICC
respectivamente, mientras que la P21 (69,90%) y D4 (43,80%) presentaron mayor capacidad

antagonica respectivamente, siendo esta Ultima, aislada en 2019 y las restantes en 2011.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

Realizar caracterizacion molecular de las cepas con mayor capacidad antagénica frente a R.

solani, para corroborar su identificacion en el género Streptomyces.

Utilizar otras especies de fitopatogenos en las pruebas de enfrentamiento dual, para establecer

los diferentes mecanismos de accién de los actinomicetos.

Realizar pruebas de antagonismo in vivo, para comprobar si los actinomicetos efectivamente

acttan como controladores bioldgicos de fitopatdgenos en plantas.
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