UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

===

ECUADDR INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

“Capacidad inhibitoria de extractos crudos de actinomicetos aislados de suelos
paperos de la provincia de Pichincha frente a Rhizoctonia solani Kihn mediante ensayos

in vitro y proyeccién teérica”

Suquillo Llumiquinga, Nadia Coralia

Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de titulacion, previo a la obtencién del titulo de Ingeniera en Biotecnologia

Lic. Koch Kaiser, Alma Rosel, Mgs.

4 de septiembre del 2020



UrkunNb

Document Information

Analyzed document
Submitted
Submitted by
Submitter email
Similarity

Analysis address

Tesis _SUQUILLO NADIA _urkung docx (D78624286)
9/4/2020 6.28 00 PM

fiticres2@espe edu ec

3.’0

fiflores2 espe@analysis urkund.com

Firma;

}la‘(ll (il clel ceccrye,,

Lic. Koch Kaiser, Alma Rosel, Mgs.

C.C. 1708880792
Directora



@ESPE

UNIVERSIDAD OF LAS FULRZAS ARMADAS
INNODVACION PARZ LA EXCHLLENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y LA AGRICULTURA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

CERTIFICACION

Centifico que el trabajo de titulacion, “Capacidad inhibitoria de extractos crudos de
actinomicetos aislados de suelos paperos de la provincia de Pichincha frente a
Rhizoctonia solani Kiihn mediante ensayos in vitro y proyeccion teérica” fue
realizado por la sefiorita Suquillo Llumiquinga, Nadia Coralia el cual ha sido
revisado y analizado en su totalidad por la herramienta de verificacién de similitud de
contenido; por lo tanto cumple con los requisitos legales, tedrcos, cientificos, técnicos
y metodolégicos establecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE,
razdn por la cual me permito acreditar y autorizar para que lo sustente publicamente.

Sangolqui, 4 de septiembre de 2020

Firma:

;‘LL;( 173 sid &l “‘ddi(-/.'(.‘
/

Lic. Koch Kaiser, Alma Rosel, Mgs.
C.C. 1708880792



UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
[T INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

FHESPE

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y LA AGRICULTURA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

RESPONSABILIDAD DE AUTORIA

Yo, Suquillo Llumiquinga, Nadia Coralia, con cédula de ciudadania n® 1723151328,
declaro que el contenido, ideas y criterios del trabajo de titulacion: “Capacidad
inhibitoria de extractos crudos de actinomicetos aislados de suelos paperos de
la provincia de Pichincha frente a Rhizoctonia solani Kilhn mediante ensayos in
vitro y proyeccion tedrica” es de mi autoria y responsabilidad, cumpliendo con los
requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos, y metodoldgicos establecidos por la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, respetando los derechos intelectuales de
terceros y referenciando las citas bibliograficas.

Sangolqui, 4 de septiembre de 2020

Firma:

Suquillo Llumiquinga, Nadia Coralia
C.C. 1723151328



HESPE

UNIVE“SIUAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y LA AGRICULTURA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

AUTORIZACION DE PUBLICACION

Yo, Suquillo Llumiquinga, Nadia Coralia, con cédula de ciudadania n® 1723151328,
autorizo a la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE publicar el trabajo de
titulacién: “Capacidad inhibitoria de extractos crudos de actinomicetos aislados
de suelos paperos de la provincia de Pichincha frente a Rhizoctonia solani Kiihn
mediante ensayos in vitro y proyeccién teérica” en el Repositorio Institucional,
cuyo contenido, ideas y criterios son de mi responsabilidad.

Sangolqui, 4 de septiembre de 2020

Suquillo Llumiquinga, Nadia Coralia
C.C. 1723151328



Dedicatoria

A mis padres Héctor y Maria a mi hermana Carla y a Liliana por darme su amor y llenar
de alegria mis dias, por ser quienes me han apoyado de manera incondicional durante
toda mi vida y nunca han permitido que me rinda ante cualquier adversidad. Los amo

con todo mi corazon.

A quien en vida fue el Licenciado Fernando Morején por ser un gran maestro y amigo

incluso hasta un segundo padre, por confiar en mi y ensefiarme a ser mejor cada dia sin

importar las dificultades.

Nadia Coralia Suquillo LIumiguinga



Agradecimientos

A Dios y a la vida por haberme permitido culminar esta etapa con éxito y dejarme

conocer a excelentes personas durante el proceso.

A mis padres por sus consejos, paciencia, apoyo y amor incondicional, por todos los
valores que me han inculcado y sobre todo por ensefiarme dia a dia a que las cosas

siempre se logran con esfuerzo y dedicacion.

A mi hermana por ser mi compafiera de aventuras y estar a mi lado en cada momento

cuidandome y brindandome su ayuda siempre que la necesito.

A Liliana por ser mi amiga y hermana mayor, por ser una guia y ejemplo de superaciéon

y a su esposo Luis por su apoyo y ayuda en cada momento.

A Sisa mi pequeiiita eres una gran bendicion, gracias por llegar a la familia para

llenarnos de alegria.

A Almita Koch, Mgs. por todas sus ensefianzas, por ser mas que maestra, una amiga y
consejera, por estar siempre dispuesta a resolver las dudas que se presentaban a lo
largo de la elaboracion de este proyecto, gracias por darme la oportunidad de formar

parte de su grupo de trabajo.

Al Blanquita Naranjo por su interés y aporte de conocimiento para hacer posible este

proyecto.

A mis compafieras y compafieros tesistas y pasantes Caro, César, Mati, Gaby, Juan,

Nico y principalmente a Pris, Susy, Rick y Andrés por brindarme su amistad,



conocimientos y ayuda en este tiempo. A todos gracias por hacer que exista un

ambiente agradable y divertido dentro y fuera del laboratorio.

A Diana, Adriana, Gaby y Naty por brindarme su carifio y apoyo y sobre todo por
demostrarme gue una verdadera amistad puede perdurar a pesar el tiempo vy la

distancia.

A mis amigas y amigos, especialmente a Adre, Eri, Natt, Sofia, Nenys, Paty, Daniel y
Miguel por su constante apoyo y amistad, gracias por hacer de los dias en la

universidad mas divertidos.

A Kari por su ayuda y compafiia en momentos dificiles, por cada una de las risas y
lagrimas que hemos compartido, gracias por ser una amiga incondicional durante todo

este tiempo.

Nadia Coralia Suquillo LIumiquinga



indice de contenidos

(O g {1 1ToF= o o] o USSP 3
Responsabilidad de aUtOria.......ccceeeiiiiiiiiiiei e 4
AUtorizacion de PUBIICACION . ......ocuiiiiii e 5
(D =To [oF= 1] - VPP PRPOPPRRPPTPPRRN 6
F o =T L=Tod 4 T T=T oL (o OO P PP PPPPPP 7
INAICE 0@ CONTENIAOS ....oveeeieeicee ettt ettt renens 9
RS =0 L = o ] = LSO PPRERR 11
IESY = W0 L= 0 U1 = 1P PRPPR 12
RESUIMBIN L. e ettt e e e e e et e et e e e e e et e e eerba e e e e eeeeeennran e e eeaeas 13
AADSTIACT ... e e e nees 14
(O To X1 (U | Lo T I 10} o Yo 11 T3 oY o ISR 15
Formulacion del problema............oeee oo 15
JuSHIficacion del ProbIEMA .......eeeei i 16
ODbjetivos de 12 INVESHGACION .......ccuviiieiiiiiiee ettt 18
(O] o] {1010 T [=1 U= = | 18
ODjJEtiVOS ESPECITICOS ...ttt ettt 18
1Y = T oo =T o] [ o L PRSPPI 18
[ g 40 Tox (0] g1 = =0 ] =1 o | PSSP 18
Y od 1 T g1 o] =] (o L= PSPPI 26
Cultivo de papa (Solanum tubEroSUM L.) ......coviiiiiiiiiiee e 27
Proyeccion tedrica en ciencias biol0giCas..........cueeevieeiiiiciiiiieeeee e 30
[ 1001 LTS PP SURROPR 31
Capitulo Il: MaterialeS Y MELOUOS ...uvviiiiee et 32
PATICIPANTES .....eeeeiiiei ettt e e e ek e e e et e e e e e st e e e e e s re e e e e anrreeeaas 32
o] g = o {11 (F o o T PRSP 32
Periodo de tiempo de INVESHIJACION .........ooiiuiiiiiiii e 32
e oTot=To [ 41T o | (o T PSP TPPRRSPTPRR 32
Obtencidn, activacion, caracterizacion y mantenimiento de actinomicetos ............... 32
Aislamiento de RhizOCtONIA SOIANI..........uuiiiiiiiiie e 34
Obtencion de extractos crudos a partir de actinomiCetoS ..........oovveriiieeiiieeiiieenieenns 35

Identificacibn molecular de las cepas de actinOmicetos .........cccceeevvviiciviiieeieeeeeeccnee, 37



(o) =Tot ol (o] T (Yo ] or= WO SRR 41
Capitulo H: RESUIAAOS ...uviiiiiiee ittt e st e e e e e e et b e e e e as 43
Activacion de cepas liofilizadas de actinOmICEtOS .........cccovcviieiiiiiiiee i 43

Caracterizacion morfolégica de actinOmICEetOS...........ceeveveeeeiiiiiiiiieiee e 43
Aislamiento de RhizoCtonia SOIANI..........occuiiiiieiie e 46

Caracterizacion morfolégica de Rhizoctonia solani .............cccccvvveveiieeiiiiiciiieeeeeeeee 46
Obtencion de extractos crudos a partir de actinOMICETOS.........cooveviiiieiiiieiiiee e a7
Identificacion molecular de aCtiNnOMICETOS.........cuuviiiiiiiiiie et 51

Extraccion y cuantificacion de ADN genOMICO........ccceeeiieriiiieniiee i 51

Amplificacion del gen 16S de ADN ribosSomMal...........ccooiiiiiiiiiiiiee e 51
[ 0)Y/=ToTod (o] 0 (=Y o) (o NSRRI 53

Secuenciacion y andlisis de Similitud ............ooooiiiiiiiiie e 53

Prueba de inhibiciéon de los extractos crudos frente a Rhizoctonia solani ................. 53
(OF-T o 114U Lo T AV AR I T E=Y o] U= T | o SR 56
Capitulo V: CONCIUSIONES ..ooeii e e e e e abbreaeeeaas 66
Capitulo VI: RECOMENUTACIONES .....ciiiiiiiiieiiiiiee et 67
Capitulo VI Bibliografia ... 68

Capitulo VIII: Anexos



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla b

11

Lista de Tablas

Volumenes de los reactivos empleados en la PCR para un volumen total de
FEACCION A 25 UL ..evvviieiie e e e e e a e e e 39
Configuracién del termociclador para la amplificacién del gen 16S con

PrIMErs 27F Y 1A92R......cc e 40
Peso seco de extractos crudos obtenidos por cada cepa...........cceveeiiiiereennnee. 50
Concentraciones en miligramo de muestra por mililitro de DMSO 5%............. 50

Concentracién y calidad del ADN gendmico de cepas de actinomicetos......... 51



Figura

Figura
Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura
Figura
Figura
Figura

Figura

12

Lista de Figuras

1 Rhizoctonia solani en medio PDA. A) Cinco dias de crecimiento. B) Quince

dias de CreCiMIENTO........ciiiiiiiie e 19
2 Observacion microscépica de Rhizoctonia solani ...........ccccvveeeeeeeiiiiciiieennnn. 20
3 Ciclo de la enfermedad causada por Rhizoctonia solani.............ccccceeeevinne.. 22
4 Sintomas causados por Rhizoctonia solani en planta de papa...................... 23
5 Planta de papa (Solanum tuberosum L.) .......cccciiierieeiiiiceeee e 29
6 Observaciéon macroscoépica y microscépica de cultivos madre de

aCtiNOMICETOS ACHIVAUOS. .......uviiiiiiiiie it 44
7 Observacién macroscopica y microscopica de cultivos puros de

o Tod 1] 0 (0] 4] (o =] (o 1RSSR 45
8 Caracterizacion macroscopica de Rhizoctonia solani.........cccccceeevvvciviennnnnn. 46
9 Vista microscépica de Rhizoctonia solani, 40X ........ccccccvveeeiiiireeiiiiieeee e 47
10 Crecimiento de actinomicetos en medio YGB .........ccccccviviiiieeiiiiinee i 48
11 Identificacién Microscépica de actinomicetos cultivados en medio YGB...... 49
12 Marcador de peso molecular de 100 Kb tipo escalera ............ccccvveeevereennn. 52

Figura 13 Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los productos de PCR del

Figura 14 Analisis no paramétrico de Friedman para los tratamientos aplicados

CONtra RIZOCIONIA SOIANI. covevveiiiiiee ettt et e e e e e e e e e e e eae e e e eeaans 54

Figura 15 Gréfica de puntos para el crecimiento de Rhizoctonia solani en ensayos

(o [0 101 1101 Te3 o o VTR 55



13

Resumen

Rhizoctonia solani es un hongo con un amplio rango de hospederos infecta tallos, hojas
y frutos generando pérdidas para los agricultores. En Ecuador la papa es un producto
de gran importancia en la economia del pais, su rendimiento es afectado por la
presencia de varios patdgenos, entre ellos R. solani. Para su control, se ha utilizado
productos quimicos, sin embargo, las consecuencias sobre el medio ambiente, la salud
de animales y personas, asi como el aumento del costo de produccion ha generado la
necesidad de buscar alternativas de biocontrol. La capacidad de sintesis de compuestos
bioactivos de los actinomicetos ha logrado posicionarlos como candidatos para el
control de fitopatdgenos. En el presente estudio se obtuvieron extractos crudos a partir
de actinomicetos aislados en el 2011 y, mediante busqueda bibliografica, los datos
recolectados permitieron hacer un analisis sobre la posible capacidad inhibitoria frente a
R. solani. Como resultado, se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas con
un p-valor < 0,0001 en la capacidad de inhibicién de cada tratamiento. El extracto de la
cepa P30 mostrd fuerte inhibicién, el de la cepa P36 expuso moderada capacidad
inhibitoria, mientras que los extractos de las cepas P3 y P25 presentaron una inhibicién
minima soélo con dos dias de duracién, P21 y P22 no inhibieron al patégeno. En base a
comparaciones morfoldgicas con otros estudios, las cepas identificadas fueron P21

como Nocardia sp. y las restantes como especies del género Streptomyces.

Palabras clave:
e ACTINOMICETOS
e EXTRACTOS CRUDOS
e RHIZOCTONIA SOLANI

e INHIBICION
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Abstract

Rhizoctonia solani is a fungus with a wide host range. It infects stems, leaves and fruits
generating losses for farmers. In Ecuador the potato is a large importance product in the
economy of the country. Its yield is affected by the presence of several pathogens,
including R. solani. Chemical products have used against this pathogen, however, the
consequences on the environment, health of animals and people, as well as the
increase of potato cost production has generated the need to search for biocontrol
alternatives. The bioactive compounds production of actinomycetes has led them as
candidates to control phytopathogens. In the present study, crude extracts were
obtained from strains of actinomycetes isolated in 2011 in the laboratory, through a
bibliographic search. The data collected allowed an analysis of the possible inhibitory
capacity against R. solani. As a result, it was obtained statistically significant difference
with a p-value <0.0001 in the inhibition capacity presented by each treatment. The
extract of the P30 strain showed a strong inhibition, that of the P36 strain exhibited
moderate inhibitory capacity, while the extracts of the P3 and P25 strains showed a
minimal inhibition with only two days duration; P21 and P22 did not inhibit the pathogen.
Based on morphological comparisons with other studies, the identified strains were P21

as Nocardia sp. and the rest as species of the genus Streptomyces.

Keywords:

ACTINOMYCETES

CRUDE EXTRACTS

RHIZOCTONIA SOLANI

INHIBITION
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Capitulo I: Introducion

Formulacion del problema

Rhizoctonia solani es un hongo basidiomiceto sapréfito del suelo y su rango de
plantas hospederas es muy amplio, infecta principalmente a especies de la familia
Solanacea, donde se incluyen a berenjenas, pimientos, tabaco, tomates y papas
cultivados en condiciones de invernadero y campo (Gondal et al., 2019). Es el agente
causal de enfermedades como la descomposicion de las semillas, chancro, pudricién de
brotes, raices y frutos, tizén de hojas y formacion de lesiones necréticas en tubérculos

(Mohammadi M. et al., 2003).

En Ecuador, el cultivo de papa se ubica entre las principales actividades
agricolas, ya que el tubérculo forma parte de la dieta diaria de la poblacién,
constituyéndose como un valioso recurso social y econémico de pequefios y grandes
agricultores (MAG, 2018); sin embargo, existe una gran pérdida de los cultivares por
enfermedades causadas por distintos patdgenos en varios estadios de desarrollo

(Devaux et al., 2010).

Al realizar el Control Interno de Calidad (CIC) sanitaria de semilla de papa
categoria registrada, la presencia de R. solani se ha incrementado, puesto que se
obtuvieron porcentajes de infeccion del 81% y 11% para incidencia y severidad,

respectivamente, en la variedad INIAP-Fripapa (Cuesta, 2017).

Para el tratamiento de los cultivos frente a fitopatdgenos, los agricultores por
varios afios han utilizado pesticidas; sin embargo, su aplicacién intensiva incrementa los
costos de produccion convirtiendo al producto en poco competitivo (Lépez, n.d.;

Yanggen et al., 2003). Ademas, podrian causar esterilidad en la tierra y resistencia del
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patégeno a los productos quimicos (Falconin, 2014). Es asi que se requiere investigar

posibles formas de biocontrol con la finalidad de reducir el uso de agroquimicos.

Con frecuencia la resolucion de problemas cientificos ha sido limitada
involuntariamente por la tecnologia, tiempo o falta de recursos disponibles; haciendo
gue los investigadores no culminen sus proyectos (Galas et al., 2008). Sin embargo, en
la actualidad, se discute el uso de una proyeccion tedrica en el &mbito de las ciencias
biolégicas pues la teoria también es capaz de hacer predicciones que luego pueden ser

probadas experimentalmente (Galas et al., 2008; Goldstein, 2018).

Justificacion del problema

En el Ecuador, alrededor de 82 000 productores se dedican al cultivo de papa
(Samaniego et al., 2020) y hasta el 2019 han sido 19 675 hectareas de terreno
cultivadas, generando un total de 275 346 toneladas (INEC, 2020). La papa se consume
comunmente en estado fresco, pero a nivel industrial, en el mercado nacional e
internacional, se lo procesa como papas fritas, a la francesa, congeladas, y enlatadas;
incluso del procesamiento de la cascara se puede obtener almidén, alcohol y celulosa

(Andrade et al., 2002).

La papa se ha ubicado como recurso alimenticio y fuente de ingresos importante
para las comunidades rurales, asi como para la economia nacional, por ende, los
agricultores deben asegurar la calidad de su producto. Este tubérculo se ha visto
afectado por Rhizoctonia solani Kiihn, agente causal de la rizoctoniasis o costra negra,
enfermedad fangica que puede acabar con hasta el 25% de un cultivo o la pérdida total
de los cultivares si no es controlada a tiempo (Agrios, 2005; I. Castro & Contreras,

2011).
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En la actualidad se investigan métodos de control biol6gico Utiles contra las
enfermedades de los cultivos para minimizar los problemas relacionados al uso
excesivo de pesticidas quimicos, pérdida de grandes extensiones de cultivos asi como

economicas (Yanggen et al., 2003).

Estudios anteriores establecen como una opcién de biocontrol a los
actinomicetos, especialmente al género Streptomyces, ya que estas bacterias se
caracterizan por la produccién y sintesis de metabolitos secundarios con actividad

antimicrobiana frente a ciertos fitopatdgenos (Bhatti et al., 2017; Reyes et al., 2015).

La seleccion, mantenimiento e identificacion de actinobacterias productoras de
compuestos inhibidores del crecimiento de fitopatdgenos seria una alternativa
sustentable en actividades de produccion agricola, permitiendo crecer el campo de la

agrobiotecnologia.

Los enfoques tedricos de problemas biol6gicos deben reconocerse como un
componente importante e integral permitiendo identificar patrones a partir de datos
recopilados creando hipétesis, las cuales en un futuro pueden ser la base para el disefio
de experimentos logrando un avance en dicha disciplina (Bialek, 2018; Galas et al.,

2008).

Por lo tanto, el presente proyecto se centra en determinar la capacidad
inhibitoria de extractos crudos obtenidos de cultivos de actinomicetos contra R. solani a
través de ensayos in vitro y proyeccion tedrica, también se argumentara en base a

revision bibliografica las posibles cepas antagonicas del patégeno.
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Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Determinar la capacidad inhibitoria de los extractos crudos de actinomicetos
aislados de suelos paperos de la provincia de Pichincha frente a Rhizoctonia solani

Kidhn mediante ensayos in vitro y proyeccién teérica.

Objetivos especificos

Activar y replicar las cepas liofilizadas de actinomicetos aisladas de

suelos paperos de la provincia de Pichincha.

e Aislar y mantener Rhizoctonia solani a partir de tubérculos infectados.

e Obtener extractos crudos a partir de cultivos de actinomicetos mediante
fermentacion y extraccion con cloroformo.

e Evaluar la capacidad inhibitoria de los extractos crudos frente a
Rhizoctonia solani mediante ensayos in vitro discutidos teéricamente.

e Argumentar tedricamente la identificacion molecular de las cepas de

actinomicetos antagonicas frente a R. solani.

Marco tedrico

Rhizoctonia solani

Generalidades.

Rhizoctonia solani Khiin (forma asexual) es el hongo mas frecuente y perjudicial
en los suelos paperos del Ecuador (Andrade et al., 2002), agente causal de rizoctoniasis

en raices y tallos y costra negra en tubérculos (Moreno, 2011). Fue descrito



19
originalmente en papa por Julios Kiihn en 1858 y corresponde a la Clase
Hyphomycetes. En su forma sexual se lo conoce como Thanatephorus cucumeris y

pertenece a la Clase Basidiomycetes (Adams, 1988).

De manera natural, R. solani presenta reproduccion asexual, forma hifas
incoloras y mientras maduran pueden llegar a ser amarillas o café (Figura 1). A nivel
microscopico el micelio se caracteriza por exhibir células largas multinucleadas
ramificadas formando un angulo recto (90°) con respecto a la hifa principal, también
muestra un septo cerca de ella (Agrios, 2005; Alban, 2015; Parmeter & Whitney, 1970),
como se observa en la Figura 2. En condiciones especiales, por ejemplo, cuando hay
humedad y temperaturas elevadas, producira esporas sexuales (basidiosporas)

(Moreno, 2011).

Figura 1
Rhizoctonia solani en medio PDA. A) Cinco dias de crecimiento. B) Quince dias de

crecimiento.

Nota. Tomado de Crecimiento de Rhizoctonia solani en medio PDA, de Salazar, 2019.
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Figura 2

Observacion microscopica de Rhizoctonia solani

= ¢ -
hifas P <«— estrangulamiento,

.f\ngulo recto —» "

Nota. Tomado de Estructura microscoépica de R. solani, (100X), de Salazar, 2019.

Este hongo tiene la capacidad de anastomosarse, es decir que forma estructuras
de resistencia (esclerocios), hifas agrupadas entretejidas con superficies duras (Parmeter
& Whitney, 1970). Hasta la actualidad se conocen catorce grupos de anastomosis (GA),
diferenciandose entre si por su rango de hospederos, virulencia, caracteristicas
morfolégicas, bioquimicas y moleculares (Bienkowski, 2012). Los GA que afectan a la
papa son GA2, GA3, GA4, GA5 y GA7 (Edifarm, 2008), siendo el GA3 el causante de
formar los esclerocios en la superficie del tubérculo. EI GA4 no forma esclerocios, pero

es el mas patogénico pues soporta temperaturas elevadas (Guzman, 2014).

Ciclo de la enfermedad.

El proceso de infeccién inicia por un inéculo, la forma mas comuan de
propagacion del hongo es mediante esclerocios o micelio presentes en tubérculos-
semilla o suelo contaminado (Ageel et al., 2018). En condiciones favorables los
esclerocios inician su geminacion al ser estimulados por la presencia de exudados
procedentes del crecimiento celular de las plantas (Moreno, 2011). Brotes, estolones,

raices y bases del tallo pueden ser afectados. El micelio adulto comienza a crecer sobre
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la superficie de la planta, las hifas principales se ramifican en hifas laterales cortas,
dando como resultado un agregado hifal o cojin de infeccion (I. Castro & Contreras,
2011; Keijer, 1996). Bajo este cojin el hongo destruye las células de la capa superficial y
penetran el tejido del hospedero. El proceso de infeccién y penetracion es mediado por

enzimas extracelulares como cutina, celulosa y pectina (Moreno, 2011).

Las plantas infectadas presentan chancro en la base del tallo y su crecimiento es
débil, incluso los brotes emergentes pueden morir. La formacién de nuevos esclerocios
en los tubérculos se puede dar en cualquier instante, no obstante, su desarrollo es
favorecido cuando la planta muere y estos se quedan bajo tierra por un periodo largo de
tiempo (Acufia & Araya, 2017; Alban, 2015). Los esclerocios que se mantienen tanto en
tubérculos y en el suelo, proporcionan un nuevo inéculo para otro periodo de

crecimiento. El ciclo de la enfermedad se puede observar en la Figura 3.

El hogo se desarrolla favorablemente en un ambiente que presenta una

temperatura entre 15y 18°C, alta humedad y un pH neutro o acido (Agrios, 2005).
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Figura 3

Ciclo de la enfermedad causada por Rhizoctonia solani
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Sintomatologia.

Los sintomas de la enfermedad pueden observarse tanto en la zona aérea como

subterranea de la planta (Figura 4) (S. B. Johnson & Leach, 2003).

El hongo ataca a brotes germinales subterraneos generando retraso en la
emergencia, si la infeccién se da cerca o en la punta estos pueden morir (. Castro &
Contreras, 2011). En tallos subterraneos y estolones las lesiones se identifican por su
color superficial marrén rojizo. En tubérculos maduros se da la formacién de
esclerocios, que aparecen como pequefas costras irregulares negras o marrones sobre

la superficie con apariencia de tierra seca (Alban, 2015).
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Si la infeccién es muy severa interferira con el movimiento del agua y
carbohidratos dentro de la planta, causando la formacion de tubérculos aéreos y
estrangulamiento de los tallos. A medida que avanza la enfermedad, en la linea del tallo
se puede observar una mancha blanquecina con apariencia algodonosa o polvorienta
(Edifarm, 2008). Respecto a la zona aérea Trujillo & Perera (2009) mencionan que las
hojas apicales pueden adquirir una tonalidad parpura en forma de roseta y enrollarse en

direccion del haz, mostrando su envés.

Figura 4

Sintomas causados por Rhizoctonia solani en planta de papa

Nota. Sintomatologia de rhizoctoniasis: A) Tallos de papa infectados. B) Cancro en
brotes germinales. C) Formacion de tubérculos aéreos. D) Esclerocios en la superficie
del tubérculo. Tomado de Manejo de plagas y enfermedades en el cultivo de papa (p.

26), por |. Castro & Contreras, 2011.
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Métodos de control de la enfermedad.

Con el fin de disminuir o eliminar las poblaciones del hongo, asi como las
condiciones para su desarrollo y de esta manera reducir el porcentaje de pérdidas
producidas se emplean diferentes estrategias. El control quimico con fungicidas es el
mas utilizado por los agricultores, mediante la aplicacion directa en el suelo o en el
proceso de desinfeccion de la semilla en etapas de pre-almacenamiento y pre-
plantacion (Peinado, 2018). Otra opcién es el control biolégico empleando organismos
Vivos 0 sus productos que sean antagonistas al patdgeno, dentro de estos se
encuentran las cepas de Trichoderma horizanum., Bacillus subtilis y Pseudomonas

(Falconin, 2014; Hernandez et al., 2018 & Sanchez Pila, 2016).

Para tener mejores resultados junto con el control quimico o biolégico se debe
tener un manejo adecuado del cultivo, es asi que se sugiere el uso de semillas
certificadas o desinfectadas previamente, rotacion de cultivos de al menos 3 a 4 afios
preferiblemente con gramineas, realizar la siembra a una profundidad de 8 a 10 cm con
el fin de favorecer una rapida emergencia y disminuir los dafios en brotes y tallos

nuevos (Acufia & Araya, 2017).

Control biolégico.

Emplear agroquimicos es uno de los métodos més utilizados debido a su répida
accion frente a fitopatégenos (Peinado, 2018). Villarreal (2013) evalué la capacidad de
diversos pesticidas frente a Rhizoctonia solani y Spongospora subterranea, obteniendo
un 99.76% y 99.26% de tejido sano al aplicar Fludioxonil y Axosistrobin
respectivamente. Sin embargo, el uso inadecuado de estos productos puede ocasionar

dafios graves en el ecosistema asi como en la salud de personas y animales por su
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toxicidad y persistencia en el medio ambiente (Pérez, 2011). Incluso el patégeno podria
generar resistencia debido a la aplicacion de dosis no establecidas (Serrano & Galindo,
2007). En la actualidad, se buscan nuevas estrategias, como el uso de alternativas
biolbégicas, para el control de plagas y asi fomentar una agricultura sostenible (Falconin,

2014; Franco, 2009).

El control biolégico es la utilizacién de organismos vivos, de origen natural o
modificados, o de sus productos para impedir o disminuir los dafios y pérdidas
causadas por organismos nocivos (Guedez & Castillo, 2009). Entre los mecanismos
implicados en el control biolégico se encuentran: competencia, antibiosis, secrecion de
enzimas, resistencia sistémica y parasitismo. El antagonismo se pude dar incluso por la

combinaciéon de dos o mas vias ya mencionadas (Ferrera & Alarcén, 2010).

Para emplear microorganismos antagonistas de patégenos se requiere cumplir
con una serie de estudios. En primer lugar, se seleccionan los posibles
microorganismos controladores de fitopatégenos, a continuacion, se realiza la
identificacion de los mecanismos de accion y finalmente se desarrolla una formulacién

gue se pueda producir a gran escala (Pérez, 2005).

Varios microorganismos aislados de la rizosfera han sido identificados,
multiplicados y formulados para su comercializacion. Entre estos se encuentran
Thrichodermas spp., Gliocladium spp., Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens y

Actinomyces (Andrade et al., 2002).
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Actinomicetos

Generalidades.

Los actinomicetos forman parte del filo de las Actinobacterias, son bacilos Gram
positivos caracterizados por desarrollar un micelio filamentoso que puede ser aéreo o
del sustrato, su genoma presenta un elevado contenido en guaninas y citosinas (51-

78% G+C) (Bhatti et al., 2017; Guevara, 2017; Romero, 2014; Sharma et al., 2014).

Anteriormente se creia que estos microorganismos pertenecian a los hongos,
pero tras varios estudios se pudo comprobar y agruparlos en el dominio bacteria
(Anandan et al., 2016) debido a que su pared celular esta conformada por
péptidoglicano, el diametro de las hifas es menor al de los hongos (0.5 a 2.0 um) y
muestran resistencia a los antifingicos, pero son sensibles a los antimicrobianos (Barka

et al., 2016; Bergey et al., 2000; Franco, 2008).

Su distribucion es amplia, se encuentran en el suelo y ambientes acuaticos,
especialmente en los sedimentos debido al alto contenido de materia organica (Bhatti et
al., 2017; Quifiones et al., 2016). Pueden ser aerobios y otros anaerobios, la mayoria
son mesofilos y crecen a temperaturas entre 20 y 35°C, son poco resistentes a la
acidez, presentando un 6ptimo desarrollo a pH 6.5 a 8 (Barka et al., 2016; Franco,
2008). Los géneros aislados mas frecuentemente del suelo son: Streptomyces con un
porcentaje de 70 al 90 %, Nocardia con un 10 a 30 % y un 1 a 15% corresponde a
Micromonospora (Quifiones et al., 2016). Algunas especies del género Streptomyces,
se caracterizan por su olor tipico a tierra hUmeda, debido a la produccién de geosmina y

2-metilsoborneol (Sharma et al., 2014).
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Importancia de los actinomicetos.

Este grupo de bacterias juega un papel importante debido a la produccién de

una amplia gama de metabolitos secundarios bioactivos.

Entre los actinomicetos, aproximadamente 7 600 compuestos son producidos
por especies de Streptomyces. Varios de estos metabolitos secundarios son antibiéticos
potentes, como estreptomicina, gentamicina, rifamicina y eritromicina. Por tal motivo han
sido reconocidos como los principales organismos productores de antibiéticos en la

industria farmacéutica (Sharma et al., 2014).

En el campo de la agricultura también han presentado un gran beneficio en el
desarrollo de las plantas o como agentes de biocontrol frente a fitopatégenos (Bhatti et
al., 2017). Los actinomicetos producen fitohormonas, por ejemplo las auxinas o
sideroforos, dichos compuestos ayudan al crecimiento y desarrollo de raices u
optimizan la absorcién de nutrientes, por ello se las considera bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (Franco & Chavarro, 2016; Khamna et al., 2009). También, pueden
sintetizar enzimas extracelulares derivadas de rutas metabdlicas, como celulasa, B-1,3-
glucanasa y quitinasa, quienes participan en la lisis involucrada en la digestion de
paredes celulares, debilitando la integridad estructural y viabilidad de microorganismos

patogenos (Patil et al., 2010).

Cultivo de papa (Solanum tuberosum L.)

Descripcién botanica y morfologia.

La papa es una planta herbacea, dicotiledonea, anual que pertenece a la familia

vegetal de las Solanaceas, género Solanum, especie S. tuberosum L. (Andrade et al.,
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2002; Padmanabhan et al., 2016). Esta provista por dos sistemas: el sistema aéreo
conformado por el tallo, hojas, flores y fruto y el sistema subterraneo que incluye la raiz,

estolones y tubérculos como se observa en la Figura 5 (Huarte & Capezio, 2013).

La reproduccion de la planta de papa puede ser mediante una semilla verdadera
0 un tubérculo. Al venir de una semilla sexual, forma una raiz axonomorfa ramificada y
un tallo aéreo principal. Si se utiliza un tubérculo como semilla vegetativa, la planta
presentard raices adventicias ramificadas que nacen de cada brote y posteriormente de
los nudos de los estolones, ademas producira varios tallos (Monroy, 2005; Venturini,

2003).

El tallo es lefioso y grueso, puede ser hueco o meduloso, generalmente verde o
rojo purpura y su follaje logra alcanzar alturas entre 0.60 a 1.50 m (Andrade et al.,

2002).

Los tallos subterraneos laterales o estolones se originan a partir de las yemas de
los tallos que estan por debajo del suelo, en ocasiones dan lugar a tubérculos debido al

ensanchamiento del extremo terminal (Padmanabhan et al., 2016).

El tubérculo es morfolégicamente un tallo modificado carnoso con yemas, cejas
(axilas de hojas escamosas) y ojos. La forma y el tamafio del tubérculo cambia segun
las variedades comerciales de papa, puede ser redondo, oblongo, ovalado o irregular y

normalmente pesan 300 g (Monroy, 2005).

Las hojas compuestas y pinnadas se distribuyen a lo largo del tallo
alternadamente, la inflorescencia de la planta de papa presenta varias flores dispuestas
en cima o en umbela. Las flores son bisexuales y los pétalos pueden ser de color

blanco, amarillo, parpura o azul (Venturini, 2003).



29
El fruto es una baya carnosa que contiene a las semillas sexuales, su longitud
varia entre 1 a 4 cm. Presenta diferentes formas, generalmente es redonda pero

también puede ser alargada, ovalada o conica (Inostroza, 2009).

Figura 5

Planta de papa (Solanum tuberosum L.)
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Importancia del cultivo.

La papa (Solanum tuberosum L.) forma parte de la dieta basica de la poblacion a
nivel mundial debido a su alto contenido de agua (80%) y materia seca conformada por

carbohidratos, proteinas, celulosa, minerales, vitaminas A, C y complejo B (Molina, J.
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Santos, B. Aguilar, 2004; Samaniego et al., 2020). Se ha ubicado dentro los productos
mAas importantes, tanto por su aporte nutricional como por su tasa de consumo y ocupa

el cuarto lugar después del maiz, el trigo y el arroz (Devaux et al., 2010).

La papa es uno de los tubérculos mas importantes en la region interandina. En
Ecuador, el 97% de la produccion tiene lugar en la Sierra ya que predomina el tipo de
suelo negro andino, principalmente en la zona norte (Carchi, Pichincha) con 60%, y en
la zona central (Chimborazo, Tungurahua, Cotopaxi) con 25%, donde se siembra casi
todo el afio (Cuichan et al., 2019). Al ser un cultivo basico, se constituye como una
fuente de ingreso para pequefios y grandes productores (Andrade et al., 2002; Devaux

et al., 2010).

Segun el Ministerio de Agricultura en Ecuador el consumo anual es
aproximadamente de 30 Kg por persona (MAG, 2018), representado apenas por el 20%
de la cosecha, mientras que el porcentaje restante (80%) es comercializado
(Samaniego et al., 2020). En el 2019, datos del comercio exterior reportados por el
Banco Central indican que las exportaciones del tubérculo (en estado fresco) crecieron
en el periodo octubre — diciembre, llegando a una cifra de 72.6 toneladas, con un valor
de 76.2 miles USD; siendo mayor a las 50.2 toneladas exportadas en similar periodo del

afio 2018 (BCE, 2020).

Proyeccion tedrica en ciencias biologicas

Una manera de definir la teoria en proyectos de investigacion relacionados a
ciencias bioldgicas es como una recopilacion de modelos. La mayoria de sistemas
biolégicos pueden utilizar modelos visuales, matematicos o fisicos para representar

aspectos de la naturaleza con fines particulares (Galas et al., 2008).
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Para abordar una pregunta de investigacién, generalmente los investigadores se
basan en modelos conceptuales donde se informa todo el proceso cientifico, desde las
herramientas empleadas, los experimentos realizados, la presentacion hasta el analisis

de resultados (Galas et al., 2008).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que el rol de la teoria también esta
intimamente relacionado con las predicciones, las cuales a veces pueden ser erréneas,
permitiendo asi desarrollar nuevos enfoques y traducirlo a un proceso investigativo con
aplicaciones practicas y a su vez nuevas predicciones (Goldstein, 2018; Shou et al.,
2015). Este ciclo deberia resultar en una teoria mas firme y cuantitativa y en conjunto

conformar un sello distintivo en cualquier disciplina cientifica (Shou et al., 2015).

Hipotesis

Los extractos crudos de los actinomicetos aislados de suelos paperos de la
provincia de Pichincha tienen capacidad inhibitoria estadisticamente significativa frente

a Rhizoctonia solani en ensayos in vitro y proyeccion tetrica.



32

Capitulo Il: Materiales y métodos

Participantes

El trabajo de titulacion fue realizado por la sefiorita Nadia Coralia Suquillo
Llumiquinga, bajo la direccion de la licenciada Alma Koch Kaiser, Mgs. y codireccion del

ingeniero Andrés Izquierdo PhD.

Zona de estudio

El proyecto se ejecutd en el Laboratorio de Microbiologia de la Carrera de
Ingenieria en Biotecnologia, ubicado en el Bloque G de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE — Campus Sangolqui y fue una continuacién del proyecto financiado por
la ESPE “Caracterizacién de factores de supresividad presentes en suelos andinos a

Phytophthora infestans y otros oomicetes” ejecutado en 2009.

Periodo de tiempo de investigacion

El proyecto de titulacion se desarroll6 entre los meses septiembre 2019 y

septiembre 2020.

Procedimiento

Obtencién, activacion, caracterizacion y mantenimiento de actinomicetos

Obtencion de las muestras.

Las cepas de actinomicetos liofilizadas aisladas de suelos paperos de la
provincia de Pichincha en el 2011 fueron proporcionadas por el Laboratorio de

Microbiologia de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia.
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Activacion de cepas de actinomicetos liofilizadas.

El proceso de activaciéon de cepas consta de tres etapas, hidratacion, siembra e
incubacién. Se trabajé con cepas de actinomicetos aisladas en el afio 2011 de suelos

paperos de la provincia de Pichincha.

El proceso de hidratacién se probé con dos soluciones. En tubos eppendorf de
1.5 mL se coloc6 1 000 pL de agua peptonada estéril 0.1% p/v o solucion salina 0.9%
p/v, a continuacion se resuspendio cada cepa liofilizada y se las mantuvo en reposo por

2 h (Modificado de: Franco et al., 2009; Pérez, Ledn, & Galindo, 2015).

Una vez que las cepas fueron hidratadas, la siembra se realizé en medio de
cultivo Agar Almidén Caseina (AAC) con pH 6.8 (Modificado de: Pérez, Le6n, & Galindo,
2015). Cada tubo que contenia la muestra fue agitado en un vortex durante 30
segundos (Robalino, 2018). A continuacioén, se colocé 50 uL de la suspensién en el
centro de la caja Petri y se esparcio con un triangulo de vidrio por toda la superficie del
medio de cultivo. Las cajas Petri se incubaron por 11 dias a 25 °C (Modificado de:

Franco et al., 2009).

Caracterizacion morfolégica de actinomicetos.

Para corroborar que el cultivo no presentaba contaminacion, se analizaron las
caracteristicas macroscopicas; tomando en cuenta tamafio, color, forma y textura de las
colonias, asi como las caracteristicas microscopicas mediante tincion Gram para

verificar que se trataba de bacilos e hifas Gram positivos (Sheik et al., 2017).
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Replicacion y mantenimiento de actinomicetos.

Los cultivos puros fueron refrescados mediante siembra por estriado compuesto
cada 30 dias en el mismo medio de cultivo e iguales condiciones de incubacion

(Robalino, 2018).

Aislamiento de Rhizoctonia solani

Desinfeccion y siembra de la muestra.

El hongo Rhizoctonia solani fue aislado de tubérculos de papa que presentaban

sintomas tipicos (esclerocios en la superficie) de la enfermedad.

Para la desinfeccion, los tubérculos fueron lavados con agua corriente hasta
retirar el exceso de tierra, se cortaron en trozos pequefios y se esterilizaron con
solucion de hipoclorito de sodio al 3% durante 3 min, seguido fueron lavados con agua
destilada estéril tres veces, retirando asi residuos de cloro y se secaron con papel toalla

estéril (Castillo, 2004).

Finalmente, los trozos que presentaban mayor cantidad de esclerocios fueron
sembrados en el centro de las cajas Petri con medio agar papa dextrosa (PDA),
suplementado con antibiotico cloranfenicol 0.1 g/L y se incubaron a temperatura del

laboratorio de 25 + 2 °C (Ageel et al., 2018).

Cuando el micelio mostr6 crecimiento, se tomé un implante de 25 mm2y se lo
sembré en una nueva caja Petri, incubandolo en iguales condiciones. Se repiti6 este

procedimiento hasta conseguir cultivos puros (Salazar, 2019).
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Caracterizacion de Rhizoctonia solani.

La identificacion macroscoépica del hongo se realizé en base a los caracteres
detallados previamente por Parmeter & Whitney (1970), para esto se tom6 en cuenta el

color, forma y textura del micelio y presencia o ausencia de esclerocios.

Para la caracterizacion a nivel microscopico, se utilizé la tincion de hongos con
azul de lactofenol. Con un pedazo de cinta adhesiva transparente se tomo6 una muestra
del micelio para luego adherirla sobre un portaobjetos que contenia una gota del
colorante (Guzman, 2014). La observacion de las placas se hizo mediante un

microscopio con un aumento de 40X.

Replicacion y mantenimiento de Rhizoctonia solani.

Para la replicacion de Rhizoctonia solani se colocé implantes de 25 mm? del
micelio en medio de cultivo PDA con Cloranfenicol y se incubo a temperatura de 25 + 2

°C (Rodriguez et al., 2014).

El mantenimiento del hongo consistié en la resiembra cada cuatro semanas en

el mismo medio de cultivo e iguales condiciones de incubacion que la replicacion.

Obtencidén de extractos crudos a partir de actinomicetos

Fermentacion.

El proceso de fermentacion para la obtencién de los extractos crudos se llevo a
cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian 40 mL de medio de cultivo
caldo glicerol extracto de levadura (YGB). Los matraces fueron inoculados con cada

cepa de actinomiceto y cubiertos con papel aluminio. Se incubaron durante 10 dias a
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28°C con agitacion de 230 rpm (Gutiérrez, 2017). Se realizaron dos repeticiones para

cada cepa.

Preparacion de los extractos crudos.

Después del tiempo de incubacién establecido para descartar contaminacién de

los cultivos, se realizé una tincion Gram.

A continuacion se procedio con la obtencién de los extractos siguiendo la
metodologia de Gutiérrez (2017) teniendo en cuenta ciertas modificaciones. Primero los
cultivos puros fueron transferidos a tubos falcon estériles de 50 mL y se centrifugaron a
4000 rpm durante 25 min y 4 °C, luego el sobrenadante fue separado mediante filtracién
con gasa estéril y filtro Millipore en nuevos tubos falcon estériles de 50 mL para su

procesamiento.

El sobrenadante se coloco en un embudo de separacién, luego se afiadid
cloroformo en proporcion 1:1 v/v, se agito vigorosamente y se dejé reposar una noche.
La fase inferior (fase organica) fue recuperada en balones previamente pesados y
concentrada en un Rotavapor. Se realizaron dos lavados adicionales con cloroformo
para recuperar y concentrar la mayor cantidad de la fase orgénica. A continuacion, se
pesaron nuevamente los balones, por ultimo, los extractos fueron resuspendidos en 1
mL de dimetilsulfoxido (DMSO) al 5% y transferidos a tubos Eppendor de 1.5 mL. Los

extractos permanecieron almacenados a 4 °C para posteriores ensayos.

Célculo de la concentraciéon del extracto obtenido.

De acuerdo a lo descrito por Romero (2014), para obtener una concentracion

aproximada de los extractos se pesaron los balones utilizados para el rotavapor, antes
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(balén vacio) y después (baldn + extracto) de este proceso, permitiendo calcular el peso

seco del extracto de cada cepa sobre mililitro de DMSO 5%, (Formula 1).

Concentracién _ (balén + extracto)(mg) — bal6én vacio (mg)

del extracto 1 mL DMSOsg,

Concentracion _ peso extracto (mg)

b
D del extracto /mL DMSOsy,

Identificacion molecular de las cepas de actinomicetos
Extraccion y cuantificaciéon de ADN gendmico.

Para la extraccion de ADN, las cepas de actinomicetos fueron cultivadas en
tubos de ensayo con 5 mL de medio caldo glicerol extracto de levadura (YGB) durante
14 dias a 27 °C. Los tubos se colocaron en posicién horizontal dentro de la incubadora y

fueron agitados manualmente una vez cada dia (Modificado de: Caro, 2016).

Luego de cumplir con el tiempo de incubacion se comprobo la pureza de los
cultivos mediante tinciébn Gram y se procedié con el protocolo de extraccion CTAB

propuesto por Navarrete (2019).

Los tubos de ensayo fueron homogenizados y se trasfirié 1.5 mL del contenido a
microtubos Eppendorf de 2 mL con tres perlas de ebullicion, se centrifugd a 14 500 rpm
por 5 minutos y se desecho el sobrenadante. Este procedimiento se repitié hasta agotar
el total del cultivo del tubo de ensayo, obteniendo asi un pellet de biomasa del
actinomiceto. A continuacién, se coloc6é 1 mL de buffer de extraccién (Anexo A) y se
agité en un vortex durante 4 min, observando la formacién de espuma. Luego en cada
tubo Eppendorf se afiadié 400 pL de cloroformo:isoamil-alcohol (24:1), se homogenizo

en un vortex por 2 min y se llevo a incubacion durante 30 min a 50°C y 300 rpm en un
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termobloque, agitando los tubos manualmente cada 10 min. Se dejé reposar los tubos
por 10 min a temperatura ambiente y luego se centrifugd a 14 000 rpm durante 10 min,
consiguiendo asi la formacion de tres fases. La fase superior fue transferida a un nuevo
tubo Eppendor sin perlas, evitando topar la interfase. Se agreg6 isopropanol frio en una
proporcion 1:1, se invirti6 suavemente para homogenizar y se llevo a -20 °C por una

hora para precipitar el ADN.

Después de este tiempo las muestras fueron centrifugadas a 14 500 rpm durante
5 min y se descart6 el sobrenadante. El lavado del pellet de ADN se realizé por
duplicado, para ello se coloc6 500 uL de etanol al 70% filtrado, se centrifugd a 14 000
rpm por 3 min y se descarté el sobrenadante. Posteriormente los tubos se colocaron en
posicion invertida cerca del mechero durante una hora. Finalmente, el pellet fue
resuspendido en 50 pL de agua ultrapura mas 2 pL de RNAsa y se incub6 en un

termobloque a 37°C durante 30 minutos.

La concentracion de ADN de cada aislado fue medida en un nanodrop; cada
muestra se ajustd a una concentracion de 100 ng/uL y fueron almacenadas a -20°C

para andlisis posteriores.

Amplificacion del gen 16S del ADN ribosomal.

La amplificaciéon del gen 16S del ADN ribosomal se realizd6 mediante la técnica
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) empleando el par de cebadores
universales 27 F (5 AGAGTT TGATCM TGG CTC AG 3')y 1492 R (5 CGG TTACCT

TGT TAC GAC TT 3’) (Weisburg et al., 1991) .

La preparaciéon de la mezcla de reaccion se realiz6 dentro de la camara de flujo

laminar, se utilizé el reactivo GoTag® Green Master Mix (Promega) siguiendo las
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especificaciones del manual para un volumen de 25 pL (Tabla 1). Cada reaccion se
trabajo con un control negativo (en lugar de ADN se afiadié 0.5 pL de agua de PCR) y

un control positivo (ADN de un aislado de Bacillus licheniformis).

Tabla 1

Volimenes de los reactivos empleados en la PCR para un volumen total de reaccion de

25 pL

Reactivo/Concentracion Volumenes por reacciéon (L)
GoTag® Green Master Mix (2X) 12.5
Cebador Reverse (10 uM) 1.25
Cebador Forward (10 pM) 1.25
ADN (100 ng pL) 0.5
Agua libre de RNAsa 9.5
Volumen total de reaccion 25.0

Nota. Tomado de Usage Information. Promega, 2017.

Las muestras fueron colocadas en el termociclador, la amplificacion se ejecuté

en 30 ciclos. El programa de PCR se detalla en la Tabla 2.
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Tabla 2

Configuracién del termociclador para la amplificacion del gen 16S con primers 27F y

1492R
Temperatura Tiempo Numero de ciclos

94 °C 5 min 1

94 °C 30s

57 °C 45s 30

72 °C 3min30s

72 °C 7 min 1

4°C 10 min 1

Nota. Tomado de “Production of endoglucanase by a novel strain Streptomyces sp. TKJ2
and its optimization under submerged fermentation” (p.20), por A. Bettache et al., 2015,

BioTechnology an Indian Journal.

Electroforesis.

Los productos de PCR se visualizaron mediante una electroforesis horizontal en
gel de agarosa al 1.5% preparado con 40 mL de tampén TAE 1Xy 2 uL de SYBR® Safe
DNA gel strain (Invitrogene). El gel se carg6 con 3 uL del marcador molecular 1 Kb
Pluss DNA Ladder (Invitrogen), a continuacién, cada pocillo fue cargado con un
volumen total de 7 L, el cual consistia en la mezcla de 3 uL del producto de PCR mas
4 uL del Buffer de carga GoTaq Green. Una vez cargadas las muestras se corrid el gel a

90V por 35 min (Modificado de: Robalino, 2018).

Finalizada la electroforesis se revel6 el gel en un transiluminador permitiendo

observar el tamafio de las bandas de la region amplificada.
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Proyeccion tedrica

A continuacion, se detalla la metodologia que se hubiera realizado
experimentalmente, pero que no pudo ser completada debido a la emergencia sanitaria
COVID-19, a las medidas de suspension laboral presencial y restriccion de circulacion
peatonal, asi como vehicular decretada por el Gobierno Nacional a partir del dia 17 de

marzo de 2020 por cinco meses.

Secuenciacion y analisis de similitud.

Los productos de PCR de interés se envian a Korea de Sur a la empresa
Macrogen Inc. para su secuenciacion. Una vez recibidas las secuencias de cada
aislado, se ensamblan mediante el software GENEIOUS, a continuacion, se realiza el
alineamiento de las secuencias consenso en formato FASTA usando la herramienta
BLAST de la base de datos del NCBI (National Centre for Biotechnology Information)

(Robalino, 2018).

Prueba de inhibiciéon de los extractos crudos frente a Rhizoctonia solani.

Para las pruebas de inhibicion se aplica un disefio experimental en bloques
completos al azar (DBCA) con seis repeticiones por cada tratamiento donde se incluye a
un control el que permite evaluar la viabilidad y crecimiento de Rhizoctonia solani sin

influencia del extracto.

La actividad inhibitoria de las muestras se evalla utilizando el método de
difusion en pocillos. En cajas Petri, con medio PDA y con la ayuda de un sacabocados
de 5 mm, se realizan tres pocillos equidistantes (forma de triangulo) a 3 cm de distancia

desde el centro de la caja. A continuacion, con una micropipetra se coloca 50 pL del
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tratamiento correspondiente. Los tratamientos empleados son los extractos crudos de
cada cepa de actinomiceto a una concentracién de 4 mg/mL y como tratamiento control
se emplea DMSO 5%. Por ultimo, en el centro de la caja se siembra un implante de 25
mm? del fitopatégeno y se incuba a 25 °C, durante 10 dias (Modificado de: Guzman,

2014).

Para obtener los valores del crecimiento radial del hongo, con un calibrador
digital se mide a partir del implante, en linea recta, hacia el centro del pocillo; estas

medidas se toman diariamente (Modificado de: Guzman, 2014).

Andlisis estadistico de datos.

Mediante revision bibliografica se recolectaron resultados de ensayos de
inhibicién contra Rhizoctonia solani presentados en otros estudios, los cuales
permitieron construir en Excel 2010 de Microsoft una base de datos tomando en cuenta
los siguientes parametros: Tratamiento, Tiempo de incubacion en dias y Crecimiento del

patégeno en milimetros.

La parte estadistica de la base de datos generada se realizé con ayuda del
programa InfoStat-Statistical Software para Windows. Se aplicé la prueba de bondad de
ajuste de Kolmogorov para conocer si los datos (n > 50) siguen una distribuciéon normal
y la prueba de Levene para saber si las varianzas son homogéneas, luego se realizaron
los analisis no parameétricos de Friedman y Kruskal Wallis para determinar la existencia
de diferencias significativas en los tratamientos y su interaccion con los dias de

incubacién (Romaina, 2012).
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Capitulo lll: Resultados

Activacion de cepas liofilizadas de actinomicetos

Trascurrido los once dias correspondientes al tiempo de incubacién de los
liofilizados se revisaron las placas de Agar Almidon Caseina (AAC) observando colonias
secas, fuertemente adheridas al agar y de apariencia rugosa, granulosa o polvosa, con
o0 sin produccién de pigmento, estas fueron evaluadas microscépicamente (Figura 6) y
sembradas por estriado compuesto en cajas con el mismo medio de cultivo obteniendo

asi cultivos puros.

Caracterizacion morfolégica de actinomicetos

A nivel macroscépico se observd crecimiento con bordes y elevacion irregular,
consistencia aspera, algunas cepas presentaron exudado a manera de gotas pequefias
sobre las colonias. Los aislados exhibieron una variedad de colores, predominando el
blanco grisaceo, también se pudo notar la produccion de pigmentos debido al cambio de
coloracién en el medio (Figura 7). Las caracteristicas de cada cepa se detallan en el

Anexo B. De todos los cultivos se pudo percibir el olor a tierra himeda.

Respecto a la identificacion microscopica, mediante tincion Gram se pudo
observar bacterias Gram positivas en forma de bacilos, presencia de hifas ramificadas y

esporas teflidas como se muestran en la Figura 7.
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Figura 6

Observacion macroscoépica y microscopica de cultivos madre de actinomicetos

activados

Nota. Vista bajo esteromicroscopio de colonias de actinomicetos y su respectiva tincion
Gram vista con aumento de 100X luego de 11 dias de incubacion en medio AAC.
Cepas: A) P3, B) P8, C) P21, D) P22, E) P25, F) P30, G) P36, H) P37 Y I) P40. Fotos de

S. Almeida; C. Constante; N. Suquillo, 2019.
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Figura 7

Observacion macroscoépica y microscopica de cultivos puros de actinomicetos

Nota. Siembra por estriado compuesto de actinomicetos en medio AAC y tincion Gram
con aumento de 100X tras 11 dias de crecimiento. Cepas: A) P3, B) P8, C) P21, D) P22,
E) P25, F) P30 G) P36, H) P37, I) P40. Fotos de S. Almeida; C. Constante; N. Suquillo,

2020.
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Aislamiento de Rhizoctonia solani

El aislamiento del hongo Rhizoctonia solani fue realizado a partir de tubérculos
de papa que presentaban esclerocios en la superficie. Pequefios trozos fueron
sembrados en cajas con medio PDA, permitiendo asi obtener cultivos puros del

patégeno.

Caracterizacion morfolégica de Rhizoctonia solani

Luego de diez dias de incubacién, se observo el crecimiento de micelio de color
blanco con textura algodonosa. Sin embargo, a medida que trascurrieron los dias, las
hifas se tornaron café e inclusive en algunas cajas se evidencio la presencia de

esclerocios, mostrandose como granulos de color café oscuro y textura dura (Figura 8).

Figura 8

Caracterizacion macroscopica de Rhizoctonia solani

Nota. La imagen permite observar el crecimiento de R. solani en medio PDA: A) Luego
de diez dias de crecimiento. B) Luego de veinte dias de crecimiento con presencia de

esclerocios.
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Para la observacién microscopica, se realiz6 una tincion del hongo con azul de
lactofenol. Se pudo observar la ramificacion de las hifas formando un angulo de 90°, la
constriccidn o estrangulamiento y presencia de septos a una corta distancia del punto
de origen de las ramas hifales, como se muestra en la Figura 9, permitendo confirmar

que los aislados correspondian a R. solani.

Figura 9

Vista microscépica de Rhizoctonia solani, 40X

Obtencion de extractos crudos a partir de actinomicetos

La obtencién de extractos se realiz6 mediante el proceso de fermentacion de
cada cepa de actinomiceto durante 10 dias en matraces con medio Caldo Glicerol

Extracto de Levadura (YGB).

Una vez cumplido con el tiempo de incubacién, se pudo observar crecimiento a
manera de agregados en el fondo de los matraces, en algunos casos también existi6 el

cambio de coloracién del medio liquido (Figura 10).
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Figura 10

Crecimiento de actinomicetos en medio YGB

Nota. Crecimiento de las cepas de actinomicetos en medio liquido. Cepas: A) P3, B)

P21, C) P22, D) P25, E) P30 y F) P36.

Para asegurarse de que los cultivos estaban puros, se realiz6 una tincion Gram.
Se observé bacilos Gram positivos, formacién de hifas alargadas y en algunos casos

presencia de esporas (Figura 11).
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Figura 11

Identificacién microscépica de actinomicetos cultivados en medio YGB

Nota. Tincion Gram de actinomicetos vista bajo microscopio con aumento de 100X.

Cepas: A) P3, B) P21, C) P22, D) P25, E) P30y F) P36.

Luego de descartar los cultivos contaminados, se realiz6 la centrifugacion,
filtracion, maceracién en cloroformo y concentracion del metabolito mediante
rotaevaporacion. La cantidad obtenida de los extractos, asi como su concentracion se

detalla en las Tabla 3 y 4 respectivamente.

Como se puede ver, la mayor cantidad en gramos de peso seco y concentracion

por cada mililitro de DMSO corresponde a la cepa P30, seguida por las cepas P3y P36.



50
Tabla 3

Peso seco de extractos crudos obtenidos por cada cepa

Balon vacio Balén con extracto Peso seco

Muestras (g (9) (©)
P3 69.132 69.145 0.013
P21 67.312 67.319 0.007
P22 73.674 73.678 0.004
P25 58.714 58.723 0.009
P30 73.674 73.701 0.027
P36 60.732 60.745 0.013

Tabla 4

Concentraciones en miligramo de muestra por mililitro de DMSO s,

Peso seco DMSO 5% Concentracion
Muestra
(mg) (mL) (mg/mL)

P3 13 1 13
P21 7 1 7
P22 4 1 4
P25 9 1 9
P30 27 1 27

P36 13 1 13
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Identificacién molecular de actinomicetos

Extraccion y cuantificacion de ADN gendmico

Mediante el protocolo CTAB se extrajo ADN de seis cepas de actinomicetos. La
cuantificacién y analisis de calidad del ADN extraido se realiz6 por espectrofotometria

obteniendo asi los valores que se detallan en la Tabla 5.

Tabla b

Concentracién y calidad del ADN genémico de cepas de actinomicetos

Muestras Concentracién Absorbancia
ng/uL 260/280
P3 257.7 188
P21 146.6 1.89
P22 650 19
P25 889 1.92
P30 1660 195
P36 821 1.86

Amplificacion del gen 16S de ADN ribosomal

El gen 16S de las cepas de actinomicetos fue amplificado empleando los primers
universales 27F y 1492R. Los productos de PCR fueron revelados en gel de agarosa al
1.5% y segun el marcador molecular utilizado, 1 Kb Pluss DNA Ladder de Invitrogen
(Figura 12), las bandas observadas muestran un tamafio de 1 500 pares de bases como

se indica en la Figura 13.
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Figura 12

Marcador de peso molecular de 100 Kb tipo escalera

Size, oo

1% agarose stained in SYBR Safe

Nota. Recuperado de 1 Kb Plus DNA Ladder, por Invitrogen by ThermoFisher Scientific,

(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/10787018#/10787018)

Figura 13

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los productos de PCR del gen 16S

Lxider P3 P21 P22 P25 P30 F38 CP CN

1500 pb

Nota. La imagen muestra el patron de bandas amplificadas por PCR con un tamafio de

1500 pb. CP: Control positivo, aislado de Bacillus licheniformis, CN: Control negativo.
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Proyeccion tedrica

A partir de aqui, los resultados presentados se basardn en otras investigaciones
relacionadas con el tema de este estudio, ya que no pudieron ser obtenidos
experimentalmente debido a la emergencia sanitaria COVID-19, a las medidas de
suspension laboral presencial y la restriccion de circulacion peatonal, asi como vehicular

decretada por el Gobierno Nacional a partir del dia 17 de marzo de 2020.

Secuenciacion y analisis de similitud

Para finalizar con el proceso de identificacion molecular, los productos de PCR
son secuenciados y por Ultimo se realiza un analisis de similitud de las secuencias
obtenidas con bases de datos empleando herramientas bioinformaticas como BLAST, la

cual permitira identificar los organismos a nivel de especie.

En base a estudios anteriores, los actinomicetos que se encuentran en el tipo de
suelo Negro Andino pueden ser los siguientes: Streptomyces clavifer, Streptomyces
griseochromogenes, Streptomyces anulatus, Streptomyces hygroscopicus,

Streptomyces avermitilis, Streptomyces pactum, Streptomyces sampsonii y Nocardia sp.

Prueba de inhibicién de los extractos crudos frente a Rhizoctonia solani

Los ensayos de inhibicion se realizan mediante la técnica de difusion en pocillos,
permitiendo analizar el crecimiento radial de Rhizoctonia solani durante diez dias en

medio PDA.

La tabla de valores del desarrollo del patégeno frente a cada tratamiento (Anexo
C) fue creada en referencia a resultados reportados en otros estudios, tomando un

rango base para cada dia y eligiendo nimeros aleatorios dentro de este.
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A los datos obtenidos se les aplicé un test de normalidad (Anexo D) y de
homogeneidad de varianzas (Anexo E). Al no cumplir con dichas condiciones, se realizé
un test no paramétrico de Friedman con un nivel de significancia a=0.05. Los resultados
indican que entre los tratamientos existen diferencias significativas (p < 0.0001)
respecto a la capacidad de inhibir el crecimiento del del hongo (Figura 14), donde el
mejor tratamiento es el extracto crudo de la cepa P30, seguido del tratamiento P36. El
crecimiento del hongo frente a los tratamientos P21 y P22 no presenta diferencias

estadisticamente significativas respecto al control.

Figura 14
Andlisis no paramétrico de Friedman para los tratamientos aplicados contra Rizoctonia

solani

Prueba de Friedman

P3 F21 P22 P25 P30 P3e CONTROL T*= s

4,05 5,38 5,18 3,75 1,62 2,34 5,68 80,14 «<0,0001
Tratamiento Suma (Ranks) Media(Ranks) n
| B30 57,00 1,62 60 A |

P3& 140,50 2,34 €0 B

P25 225,00 3,75 60 C

B3 243,00 4,05 €0 cC D

P22 311,00 5,18 &0 E
P21 322,50 5,38 &0 E F
CONTROL 341,00 5,68 &0 F

M=dias con una lestra comiin no son significativamente difersntes (p > 0,050)

Para determinar como influyen los tratamientos en el desarrollo del hongo, cada
uno de los dias, se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis con particiones
de la variable Tiempo de incubaciéon (ANEXO F), la cual corrobora la informacion
obtenida en la prueba de Friedman. Indica también que los extractos crudos de las
cepas P30 y P36 muestran capacidad inhibitoria a partir del dia 3 manteniéndose
presentes hasta el décimo dia creando un halo de inhibiciéon de 21.83 mm y 18.92 mm,

respectivamente.
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comportamiento similar, inicia en el sexto dia y disminuye en el dia ocho exhibiendo un

halo de 6.92 mmy 6.83 mm.

En la Figura 15 se muestra de manera gréfica los resultados obtenidos en las

pruebas estadisticas.

Figura 15

Grafica de puntos para el crecimiento de Rhizoctonia solani en ensayos de inhibicion
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Capitulo IV: Discusion

En la actualidad, el desarrollo de estrategias para el manejo de enfermedades
en campos de cultivo usando bacterias antagonistas o sus productos es una de las
alternativas més atractivas en relacion a los fungicidas quimicos (E. Castro, 2017). Los
actinomicetos se han destacado en el area de la agricultura por ser productores de
enzimas extracelulares y metabolitos secundarios capaces de actuar frente a
fitopatdgenos (Saadoun et al., 2015; Sharma et al., 2014). Sin embargo, en el pais son

pocos los estudios sobre sus beneficios y aplicaciones.

En la parte inicial de este proyecto se reactivé cepas liofilizadas de

actinomicetos aislados de suelos paperos en el afio 2011.

Segun Grauer et al. (2015), el proceso de recuperacion de células viables puede
ser afectado por diferentes parametros como el volumen de rehidratacion, el pH, la
temperatura y principalmente por la osmolaridad de la solucién utilizada, sugiriendo
emplear de forma estandarizada solucion salina, agua peptonada o buffer fosfato ya que
el shock osmatico de un ambiente diluido puede causar estrés en la membrana
citoplasmatica, de tal manera que en el presente trabajo para la rehidratacion del

liofilizado se utiliz6 agua peptonada y solucion salina.

La siembra de las suspensiones del liofilizado, asi como el mantenimiento de las
cepas activadas se realiz6 en medio de cultivo Agar Almidén Caseina (AAC). Varios
autores sugieren el uso de medios selectivos o enriquecidos para el aislamiento de
actinomicetos ya que son bacterias con una tasa de crecimiento lento y los cultivos
pueden ser invadidos por bacterias contaminantes (Bergey et al., 2000; Forbes et al.,

2009; Jiang et al., 2016; Sharma et al., 2014). Es por ello que en trabajos anteriores se
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ha empleado dicho medio debido a su composicion (Leon et al., 2007; Pinto et al., 2010;
Salaria et al., 2016; Salim et al., 2017), donde el almidén sirve como fuente de carbono,
la caseina como fuente de nitrégeno y las sales mantienen el equilibrio osmético
permitiendo asi el completo desarrollo del micelio con esporas y produccion de

pigmentos (Bergey et al., 2000; Jiang et al., 2016).

Tras once dias de incubacién a 25°C se observaron colonias que presentaban el
crecimiento caracteristico de actinomicetos. Segin Bergey et al. (2000) la presencia de
colonias de actinomicetos en medios de cultivo sélidos se puede apreciar a partir de los
tres o cuatro dias, pero el desarrollo de micelio aéreo maduro con esporas toma entre

siete y 14 dias de incubacion; incluso en algunas especies tarda mas de un mes.

La caracterizacion macroscopica se baso en los resultados descritos por
Villamarin en el 2011 y en el manual de Bergey permitiendo reconocer colonias de
diferentes colores con aspecto polvoriento o rugoso, presencia de exudados y
pigmentos en el medio. El exudado sobre las colonias se debe a la secreciéon de
compuestos quimicos como metabolitos secundarios, enzimas extracelulares o
pigmentos (Gomez, 2014). Jiang et al. (2016) mencionan que los pigmentos pueden ser
de dos tipos, los solubles en agua y los no solubles, los primeros son aquellos que se
difunden en el medio de cultivo, mientras que los segundos dan color a la colonia.
También se pudo percibir el olor a tierra hUmeda, siendo este caracteristico de especies
de Streptomyces que habitan en el suelo por la produccién de compuestos volatiles

como la geosmina y 2-metilsoborneol (Becher et al., 2020; L. Sanchez et al., 2019).

El andlisis microscépico dio lugar a observaciones propias de actinomicetos, es

decir, células Gram positivas alargadas, hifas finamente ramificadas con numerosas
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esporas alrededor (Sharma et al., 2014). Estos resultados concuerdan con lo reportado
por Sheik et al. (2017) en donde sus nueve aislados muestran similares rasgos a los
observados en este estudio, los cuales posteriormente fueron identificados como

Strptomyces spp y Nocardia spp.

Los campos de cultivo de papa pueden ser atacados por fitopatdgenos como:
Rhizoctonia solani, Fusarium sp. y Phytophthora infestans (Castillo, 2004). R. solani es
uno de los hongos mas patogénicos que puede diseminarse a diferentes regiones
principalmente a través de tubérculos de papa contaminados (Ageel et al., 2018; 1.

Castro & Contreras, 2011).

En este trabajo el aislamiento de Rhizoctonia.solani se logré a partir de tejido
dafiado de tubérculos de papa, el cual fue sembrado en medio agar papa dextrosa
(PDA) suplementado con cloranfenicol. El analisis macroscopico y microscépico
permitié identificar al patdgeno como R. solani. Los datos correspondientes a la forma,
textura, coloracién y tamarfo del micelio asi como la presencia de esclerocios
concuerdan con lo reportado por Ageel et al., (2018) quien consigui6é ocho aislados a
partir de tubérculos de papa provenientes de mercados locales de Najaf y Karbala,

identificaAndolos luego molecularmente como R. solani.

Respecto a la observacion microscopica Al-Fadhal et al. (2019); Salazar (2019);
Alban (2015) y El Khaldi et al. (2016) quienes han trabajado con el mismo
microorganismo, describen caracteristicas como la tradicional ramificacion de las hifas
en angulo recto, presencia de septos y estrangulamiento cerca del punto de origen, asi
como la ausencia de esporas; las mismas que coinciden con los resultados obtenidos

en el presente estudio, corroborando que el hongo aislado se trata de R. solani.
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Actualmente la busqueda de nuevos compuestos con actividad biol6gica ha ido
en aumento, estos son generalmente productos del metabolismo secundario de
diferentes organismos (plantas, hongos, bacterias) (Solecka et al., 2012; Tarazona,
2017). La obtencion de los metabolitos secundarios potenciales de bacterias requiere el
uso de meétodos que se han venido aplicando en el aislamiento de productos naturales
(Zeid & Mahmoud, 1975). Segun lo mencionado por Charcosset (2011) dichas
sustancias se consiguen bajo fermentacién y se recuperan de sus caldos a través de
pasos convencionales: filtracion (eliminacién de biomasa), extraccion con

solventes (aislamiento), purificacién y posterior cristalizacion.

La fermentacion de los aislados para la obtencion de los extractos crudos se dio
en medio de cultivo caldo glicerol extracto de levadura (YGB) durante 10 dias de
incubacién con agitacion de 250 rpm, presentando un crecimiento en forma de esferas o
agrupaciones filamentosas en el fondo de los matraces. Similares resultados se
obtuvieron en el trabajo de Gutiérrez (2017). Bergey et al. (2000) mencionan que el
crecimiento de actinobacterias en medios liquidos estacionarios se observa como una
pelicula algodonosa en la parte superficial, dejando el medio de cultivo transparente.
Por tal motivo, para tener un crecimiento disperso se recomienda mantener una
agitacion de 200 a 250 rpm proveyendo aireacién al caldo y permitiendo que las
esporas de actinomicetos o un pedazo de micelio germinen, se alarguen entrelazandose
y crezcan en forma de pellets siendo esta una buena fuente para la esporulacion y

produccién de compuestos bioactivos (Jiang et al., 2016).

El tiempo de incubacién es importante el cual depende del compuesto que se
dese conseguir y del microorganismo con que se esté trabajando, generalmente la

sintesis de los metabolitos secundarios no se da en el transcurso del desarrollo
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vegetativo (fase logaritmica) sino que empieza a medida que el crecimiento bacteriano
se ralentiza y entra en fase estacionaria al mismo tiempo en que los nutrientes son
parcialmente limitados (Hopwood, 2007; Q. Li et al., 2016). Romero (2014) en su
estudio indica que Streptomyces sp. alcanza la fase estacionaria a los seis dias de
incubacion, sin pasar por fase de latencia ya que la inoculacion en caldos se hizo a
partir de cultivos de 48 horas de crecimiento. Por otro lado, Henao et al. (2012)
mencionan que la fase de latencia de sus aislados de actinomicetos fue alrededor de 24
horas, por ende, para la obtencion de los metabolitos la fermentacién debe durar al

menos ocho dias.

La obtencién de compuestos con actividad bioldgica a partir de cultivos filtrados
se ha venido realizando con el uso de solventes organicos (Tarazona, 2017). Respecto
a la extraccion de metabolitos secundarios de actinomicetos varios autores han probado
diferentes solventes segln su polaridad como son: acetato de etilo, acetato de butilo,
etanol, cloroformo, n-hexano (Arasu et al., 2014; Gutiérrez, 2017; Guzman, 2014). En el
presente estudio se emple6 cloroformo, el cual fue elegido debido a la viabilidad de
conseguirlo, obteniendo concentraciones del extracto similares a las presentadas en los
estudios de Alam & Singh (2011) y Guzman (2014), siendo estas Utiles para ensayos de

inhibicién.

Identificar las especies candidatas para la produccién de compuestos con
actividad biolégica es importante para posibles ensayos a futuro, dicha identificacién se
puede realizar mediante caracteres fenotipicos, sin embargo, estos no pueden ser tan
precisos requiriendo respaldo de una caracterizacion molecular (Amin et al., 2020; Chen
et al., 2016). Las técnicas moleculares basadas en PCR son las que mas se utilizan

actualmente por su especificidad, sensibilidad, rapidez y reproductibilidad (Buszewski et
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al., 2017; Rainey & Stackebrandt, 2000), siendo el punto de partida la extraccion de
ADN (Chen et al., 2016; Woo et al., 2008). El protocolo empleado permitié conseguir
concentraciones de ADN entre 257.7 y 1660 ng/uL y radios de absorbancia Azsopso €ntre
1.86y 1.95 nm, correspondiendo a valores 6ptimos para poder ser empleados en
ensayos posteriores segun lo indicado por Ning et al. (2009) y Olson & Morrow (2012),
quienes mencionan que el mejor indicador para pruebas de PCR es la relacion de
absorbancia Azeoso la cual evalla la contaminacion de la muestra con proteinas y ARN,

y su valor debe estar en un rango de 1.8 y 2.0 para considerar como ADN puro.

Se realiz6 la amplificacion del gen 16S ADNr de cada cepa de actinomicetos.
Estudios de amplificacion y secuenciacion de dicho gen han permitido la identificacién y
analisis filogenético de bacterias con crecimiento lento, dificiles de cultivar o con
fenotipos inusuales (Elbendary et al., 2018; Robalino, 2018; Soler, 2012; Woo et al.,
2008), ya que este presenta zonas especificas altamente conservadas con baja tasa de
mutacién (Buszewski et al., 2017; Herrera, 2005). Los resultados fueron revelados en
gel de agarosa al 1.5% donde se observaron bandas de aproximadamente 1500 pb,
coincidiendo con lo reportado por Robalino (2018) y Soler (2012) quienes trabajaron con
muestras de actinomicetos aislados de suelos paperos y fangos activos,

respectivamente.

Los productos de PCR deben ser secuenciados y dichas secuencias obtenidas,
a su vez deben ser analizadas y comparadas con una base de datos. BLAST es un
programa que realiza comparaciones entre pares de secuencias encontrando regiones
con similitud local (Pertsemlidis, 2001), por tal motivo al comparar secuencias de
consulta con bases de datos de aislados globales permite la identificacion de

organismos a nivel de especie (M. Johnson et al., 2008). Para esto hay que considerar
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gue el alineamiento presente un porcentaje de cobertura mayor al 70% y un porcentaje

de identidad superior a 98% (Schroeder & Martin, 2013).

En base a comparaciones morfolégicas de los aislados con resultados
reportados en otros estudios Arocha et al. (2017); Barke et al. (2010); Cordovez et al.
(2015); Polpass & Jebakumar (2012); Robalino (2018) y Ventorino et al. (2017) y en el
analisis ARDRA realizado por Villamarin (2011) para sus aislados de actinomicetos en
el cual ocupdé como control secuencias de Streptomyces coelicolor y S. avermitilis,
obteniendo de resultado que cinco de las cepas empleadas en el presente estudio se
encontraban dentro del mismo grupo que los controles, mientras que la cepa P21 se
ubicaba en un grupo aparte. Se establece que la cepa P21 corresponde a Nocardia sp.

mientras que las cepas restantes de actinomicetos pertenecen al género Streptomyces.

Paz (2016) y Robalino (2018) quienes trabajaron con cepas de actinomicetos
aislados de suelos paperos de Carchi, Chimborazo y Loja lograron identificar una
variedad de especies del género Streptomyces dentro de las cuales estan S. clavifer, S.
griseochromogenes, S. anulatus, S. hygroscopicus y S. avermitilis. Caro et al., (2019)
también logré aislar y caracterizar actinomicetos rizosféricos de campos peruanos de

cultivos de papa encontrando asi dos especies diferentes S. sampsonii y S. pactum.

Varios autores han demostrado el poder que tienen los actinomicetos de
contrarrestar el desarrollo de hongos fitopatégenos (Ahsan et al., 2017; Paz, 2016;
Rodriguez et al., 2014) ya que sintetizan enzimas extracelulares como quitinasa,
celulasa, amilasa y B-1,3-glucanasa y metabolitos secundarios como polioxinas By D y
validamicina A. Dichos compuestos actian sobre las paredes celulares o en rutas

importantes del patdgeno (Anandan et al., 2016; Barka et al., 2016; Patil et al., 2010).
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Estudios de microscopia electrénica han detallado el efecto que tienen los

actinomicetos sobre la estructura de las hifas de Rhizoctonia solani, demostrado que sin
necesidad de que exista contacto entre el antagonista y el patégeno objetivo hay un
reducido crecimiento apical de las hifas, a la vez que estas exhiben un rizado y
deformaciones irregulares en sus puntas. También, se ha observado la presencia de
poros en la superficie del micelio causando extrusion citoplasmatica, atribuyendo que el
antagonismo va a ser proporcionado por compuestos secretados capaces de difundirse

o volatilizarse en el medio (S. Li et al., 2018; Patil et al., 2010; Prapagdee et al., 2008).

Mediante revision bibliografica de estudios sobre actinomicetos con capacidad
antagonica y ensayos de inhibicién de sus extractos frente a Rhizoctonia solani se logré
generar datos para un posible comportamiento de los extractos crudos empleados en

este trabajo contra el mencionado hongo.

Como resultados se obtuvieron capacidades inhibitorias variables, clasificando a
los tratamientos en cuatro grupos segun lo mencionado por Goudjal et al. (2014). P30
de capacidad inhibitoria fuerte (halo >20 mm), P36 con inhibicion moderada (halo de 11-
19 mm), P3 y P25 con minima inhibicién la cual duré dos dias (halo de 6-10 mm),
mientras que P21y P22 sin inhibicion (halo <5 mm). Segun Potgieter & Alexander
(1966) el grado de inhibicion va a depender del organismo antagonista y de la
conformacion de las hifas del fitopatégeno. Rhizoctonia solani es un hongo que en las
paredes de sus células contiene quitina y $-1,3- glucano (Fujikawa et al., 2012) y al
encontrarse frente a diferentes actinomicetos ha mostrado diversos niveles de

crecimiento miceliar (Gonzalez & Robles, 2009; Zhao et al., 2013).
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El comportamiento del extracto de la cepa P30 es similar a los resultados

obtenidos por Golinska & Dahm (2013) y Kunova et al. (2016) quienes evaluaron la
capacidad antagonica de diferentes especies de Streptomyces frente a R. solani y otros
fitopatégenos. Dentro de las cepas evaluadas se encontraba S. anulatus, en ambos
estudios dicha especie presento alta capacidad antagénica contra R. solani. Mientras
que los resultados del extracto de P36 coinciden con el estudio de Saleh et al. (2013)
donde se menciona que S. pactum tiene mediana capacidad inhibitoria al enfrentarse
con R. solani. Ambos aislados son capaces de sintetizar quitinasas y -glucanasas
(Zhao et al., 2013), incluso se ha visto que dichas especies podrian producir metabolitos
gue contienen azufre como tiazol, tiopéptidos, tiolutina y péptidos ciclicos como oxazol,
los cuales inhibirian el desarrollo de levaduras y hongos al contrarrestar el proceso de

sintesis de ARN (El-wafa et al., 2013).

P3y P25 muestran inhibicion a partir del dia 6 la cual disminuye en el dia 8,
momento en que el hongo empieza a crecer, dichos resultados coinciden con lo
expuesto en el estudio de E. Rodriguez, (2014) quien trabajé con actinomicetos de la
provincia de Chimborazo, siendo estos identificados como Streptomyces clavifer. Otro
grupo de investigadores R. Rodriguez et al. (2014) también reportan resultados
similares ya que la cepa evaluada, CP-5, identificada como S. platensis pierde su
capacidad inhibitoria luego de 24 horas de haber inhibido el crecimiento de R. solani,
concluyendo que este tipo de comportamiento se debe a un efecto fungistatico y no
fungicida. La disminucién en el grado de inhibicién corresponde a la presencia de
compuestos volatiles en el extracto, o por la disminucién de la concentracion de
compuestos no volatiles difusibles en el medio a medida que avanza el tiempo

(Prapagdee et al., 2008; R. Rodriguez et al., 2014).
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Los tratamientos que no muestran inhibicién son los extractos de las cepas P21
y P22, pues segun lo observado por Villamarin, (2011) dichas cepas inhiben el

crecimiento de Phytophthora infestans pero no de R. solani.

P21 identificada morfolégicamente como Nocardia sp. no inhibe el crecimiento
del patégeno tal como lo demuestran Gangwar et al. en sus estudios del afio 2008 y
2012, esto puede ser causa de la falta de produccion de enzimas liticas. Dhakal et al.,
(2019) y Potgieter & Alexander (1966) establecen que aislados de Nocardia sp.

producen solo trazas de quitina, corroborando lo mencionado anteriormente.

Por otro lado, P22 podria tratarse de Streptomyces hygroscopicus pues
concuerda con lo expuesto en el trabajo de Kim et al. (2015) donde el antagonismo de
los extractos obtenidos luego de nueve dias de fermentacion contra R. solani es nula.
Segun Prapagdee et al. (2008), esta especie de Streptomyces alcanza una buena
produccién de quitinasas y B-1,3- glucanasas en la etapa de crecimiento exponencial,
demostrando que los extractos recuperados en dicho periodo mostraron mayor
porcentaje de inhibicién a diferencia de los extractos recuperados en la etapa

estacionaria.

Lo mencionado para ambas cepas coincide con los resultados de la parte de
obtencion de extractos crudos pues fueron las cepas con menor peso seco de extracto

recuperado luego de 10 dias de fermentacion.

Sobre la base de los resultados obtenidos mediante proyeccion teorica, se
puede suponer que los extractos crudos de las cepas P30 y P36 de actinomicetos
desempefian un papel importante en la inhibicién del crecimiento fungico de R. solani,

siendo buenos candidatos para emplearlos como métodos de biocontrol en cultivos.
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Capitulo V: Conclusiones

Se activaron en el laboratorio nueve cepas liofilizadas de actinomicetos aislados de
suelos paperos de la provincia de Pichincha en al afio 2011 y se las mantuvo en
medio de cultivo agar almidon caseina (AAC).

Rhizoctonia solani fue aislada a partir de tubérculos de papa de la provincia de
Pichincha que presentaban signos de la enfermedad e identificada mediante
criterios macroscopicos y microscopicos.

Los extractos crudos de actinomicetos se consiguieron a través de un proceso de
fermentacion continua y extraccién con cloroformo.

Mediante revision bibliografica y clave morfolégica macroscépica y microscopica se
identificd a la cepa P21 como Nocardia sp. y a las cepas restantes como
Streptomyces spp.

El analisis estadistico de los datos proyectados tedricamente determiné diferencias
estadisticamente significativas de la inhibicion de los extractos de actinomicetos
sobre Rhizoctonia solani.

Los extractos de las cepas de actinomicetos P30 y P36 podrian presentar mayor
capacidad inhibitoria frente a Rhizoctonia solani, seguido de P3 y P25, mientras que

P21 y P22 no inhibirian al patégeno.
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Capitulo VI: Recomendaciones

Concluir con la parte experimental pendiente, para comprobar los resultados
obtenidos mediante proyeccion tedrica.

Utilizar otros solventes en la obtencion de extractos, con el fin de conseguir mayor
cantidad.

Realizar ensayos para conocer la Concentracion Minima Inhibitoria de los
extractos crudos de actinomicetos frente al patégeno.

Identificar los metabolitos presentes en los extractos crudos de actinomicetos
empleados.

Realizar ensayos de inhibicién in vivo para saber si los extractos crudos de
actinomicetos mantienen su capacidad inhibitoria frente al patégeno.

Emplear marcadores moleculares especificos de actinomicetos para una mejor

identificacion.
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