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RESUMEN

El cultivo de papa en el Ecuador es afectado por Phytophthora infestans, agente causal del
Tizo6n tardio o lancha que en condiciones favorables puede destruir un sembrio de papa
en cuatro dias, atacando al follaje. En el Pais no hay reportes sobre la infeccion de
tubérculos por P. infestans, por lo que se ha planteado el estudio de la supresividad de los
suelos paperos. Existen varios factores fisicos-quimicos, ambientales y microbiol6gicos
que pueden estar relacionados con la supresion. El objetivo general del estudio fue
seleccionar actinomicetos aislados de suelos paperos de la provincia de Loja, antagénicos
a Phytophthora infestans (Mont) de Bary y Rhizoctonia solani Kiithn, mediante ensayos in
vitro y pruebas de invernadero en Solanum tuberosum L. Se realizaron pruebas duales en
cajas Petri enfrentado los actinomicetos a P. infestans y R. solani, en ambas pruebas
existieron diferencias significativas con un valor p<0.0001 en la capacidad de inhibir el
crecimiento de los patégenos. Los actinomicetos seleccionados en laboratorio se
utilizaron sobre foliolos de papa para antagonizar a P. infestans; se obtuvo 100% de
inhibicién del patégeno. También se probaron cepas de actinomicetos en invernadero
contra R. solani; no se observd antagonismo y el patoégeno colonizé las plantas. La
inhibicién se debe a que los actinomicetos secretan antibidticos y enzimas liticas que
afectan la pared celular de los patdgenos. Los resultados obtenidos aportan informacién
sobre la capacidad de biocontrol de los actinomicetos sobre P. infestans y R. solani.

Palabras claves: Tizon tardio, rhizoctoniasis, microorganismos antagonistas, control
biologico.

INTRODUCCION La papa se puede considerar un producto
importante del Ecuador, sobre todo

En las tierras altas de América del Sur se como alimento de su poblacién y apoyo

encuentra la mayor diversidad genética
de papa (Solahum tuberosum L.). En
Ecuador es cultivada en Carchi,
Pichincha, Riobamba y Loja. Constituye la
principal fuente de alimento para los
habitantes de las zonas altas del pais.

econémico a las comunidades que la
producen. La papa es sensible a una
amplia gama de enfermedades como la
lancha y costra negra que afectan la
calidad del tubérculo o pueden causar
una pérdida total de los sembrios. Para
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evitar estas amenazas los productores
toman medidas “preventivas” y tratan los
suelos con fungicidas asi no haya
presencia de patogenos que puedan
causar dafios a la siembra (Andrade et
al,, 2002).

El uso indiscriminado de fungicidas
pueden causar erosiéon en el suelo
dejandolo improductivo y provocar
resistencia en los patégenos. Una opcién
eficiente y amigable con el ambiente es el
control biolégico de las enfermedades
fingicas en plantas, como una alternativa
o complemento de los fungicidas (Vargas,
2006).

Por ello es importante establecer un
estudio del antagonismo que presentan
cepas de actinomicetos aislados de
suelos paperos de la regiéon andina del
Ecuador contra P. infestans y R. solani,
con miras a establecer un control
biolégico del tizén tardio o lancha y
rhizoctoniasis por parte de
actinomicetos.

La presente investigaciéon tuvo por
objetivo  seleccionar  actinomicetos
aislados de suelos paperos de Ila
provincia de Loja, antagénicos a
Phytophthora infestans (Mont) de Bary y
Rhizoctonia solani Kihn, mediante
ensayos in vitro y pruebas de
invernadero en Solanum tuberosum L.

MATERIALES Y METODOS

Activacion de actinomicetos

Las 15 cepas de actinomicetos fueron
proporcionadas por el cepario del
laboratorio de Microbiologia Ambiental
de la Universidad de las Fuerzas
Armadas-ESPE. Las cepas fueron aisladas
de la provincia de Loja y liofilizadas por
Villamarin (2011).

Para activar las cepas se utilizé la
metodologia de Franco et al, (2009), el
medio de activacién fue caldo glicerol
extracto de levadura y el de resiembra
(YGA) agar glicerol extracto de levadura
(Brown, 2001).

Aislamiento de R. solani

El aislamiento del hongo se hizo a partir
de tubérculos de papa que tenian
esclerocios de R. solani, las papas se
lavaron con agua estéril, se cortaron los
esclerocios y se desinfectaron con
hipoclorito de sodio 3%, etanol al 70% y
cloranfenicol (Castillo, 2004), los
esclerocios se colocaron en medio PDA
modificado por Vargas, (2006). El hongo
aislado fue analizado segin las claves
macroscépicas (Ferrera y Alarcén, 1995)
y las claves microscépicas (Sneh et al.,
1991)

Mantencion de cepas de P. infestans

La cepa “ESPE1” fue obtenida del cepario
de laboratorio de  Microbiologia
Ambiental de la Universidad de las
Fuerzas Armadas-ESPE y la cepa CIP84
del cepario del Centro Internacional de la
papa. Las cepas se mantuvieron en medio
YGA a 18°C (Villamarin, 2011)

Pruebas duales en caja Petri
actinomicetos vs P. infestans y R.
solani

Las pruebas duales se realizaron segun la
metodologia de Venner y Martin (2009),
donde el antagonista se enfrenta al
patégeno a una distancia de 3 cm (figura
1), el medio que se utiliz6 fue YGA
(Brown, 2001), se incubaron las cajas
por 22 d a 20°C (Villamarin, 2011). Para
R. solani los actinomicetos se sembraron
76 h antes que el hongo y las cajas se
incubaron por 4 dias a 20°C (Villamarin,
2011).
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—— Actinomiceto

P. infestans

¢ caja Petri: 9cm

Figura 1: Prueba dual en caja Petri entre la cepa de
actinomiceto Loja 21 y cepa P. infestans ESPE1, 22 d
de incubacién.

Se calcularon los porcentajes de
inhibiciéon de crecimiento radial tanto
para P. infestan y R. solani con la férmula
PICR= [(crecimiento libre - crecimiento
influenciado)/ crecimiento libre] x 100
(Srividya et al., 2012).

Pruebas de antagonismo en foliolos de
papa

Los foliolos de papa de la variedad
“uvilla” fueron inoculados con 1 mL de
solucién de actinomicetos con
concentracion de 2 g de biomasa humeda
por 9 mL de agua y con una gota de 40 pL
de P. infestans 2x10* esporangios/mL
(Andrade-Piedra et al., 2005; Lozoya et
al., 2006; Maila, 2010).

Pruebas de
invernadero
El in6culo de R. solani se prepard seglin
la metodologia de Paulitz y Schroeder,
2005, donde se colonizaron semillas de
avena con el hongo. La solucion de
actinomicetos consisti6 en 11 g de
biomasa humeda resuspendida en 40 mL
de solucién salina, el ind6culo se
establecié por 24 h en sustrato estéril
(El-Tarabily et al., 2008; Jayasinghe &
Parkinson, 2008). El sustrato inoculado
por los dos microorganismos se colocé
en macetas y se sembré un tubérculo de
papa de la variedad “superchola” por
maceta y estas se cubrieron con una
funda plastica por 12 d (Bains y Bisht,
1995).

antagonismo en

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en las prubas duales
se analizaron con la herramienta
estadistica Kruskal Wallis. Las graficas
descriptivas de datos se efectuaron en
Microsoft Office Excel 2010.

RESULTADOS

Activacion de actinomicetos

Se activaron 15 cepas de actinomicetos
de suelos paperos de la provincia de Loja
liofilizados en el 2011 por Villamarin
(figura 2).

Figura 2: Cepa de actinomiceto de Loja L18 activada
en medio YGA, en caja Petri.

Aislamiento de R. solani

El aislamiento de R. solani a partir de
tubérculos infectados se realizé en medio
de cultivo PDA en caja Petri (figura 3).
Para obtener un cultivo puro sin
contaminantes microbianos fue
necesario realizar varios repiques
sucesivos en medio PDA modificado por
Vargas (2006).

¢dreaja Petri: 9cm

Figura 3: Cultivo purificado de R. solani en medio
PDA en caja Petri.
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Pruebas duales en caja Petri
actinomicetos vs P. infestans y R.
solani

La figura 4 muestra la interaccion entre
los actinomicetos y el patégeno donde se
puede observar claramente la zona de
inhibicidn.

Actinomiceto

P. infestans

Zona de inhibicion

¢caja Petri: 9cm

Figura 4: Pruebas duales en caja Petri entre
actinomicetos vs P. infestans, a y b. cepas de
actinomicetos mas antagoénicas L48 y L21, c. P.
infestans sin actinomicetos, d. zona de inhibicién.

Los PICR de las pruebas de inhibicion
contra P. infestans fueron analizados
mediante el analisis no paramétrico
Kruskal Wallis, para los 15 tratamientos.
El resultado que se obtuvo demostré que
existen diferencias significativas
(p<0.0001) en la capacidad de los
actinomicetos en inhibir el crecimiento
del oomicete (tabla 1).

Tabla 1: Prueba no paramétrica Kruskal Wallis de
los PICR de 15 cepas de actinomiceto de la provincia
de Loja enfrentados a P. infestans.

Trat. | N| Medias| D.E.| H p Trat.| Categorias

L13 | 6| 65.55 | 3.38| 77.64 | <0.0001| L18 9 A

L14 | 6] 162 | 0 L14 9 A

L18 | 6| 162 | 0 L40 9 A

L19 | 6] 48.79 [6.20 L19 | 2383 [A|B

L21 | 6] 75.33 | 448 L6 2525 |A|B

L22 | 6| 65.55 | 6.53 L34 347 Al B

L23 | 6| 66.95 | 21 L31 4133 B|C

L31 | 6| 62.76 | 4.89 L13 | 4675 B|C|D
L34 | 5] 59.22 [ 579 L22 | 4967 B[C|D
L37 | 5] 73.18 | 4.24 L23 | 5017 B|C|D
L40 | 5] 162 | 0 L9 65.17 C|D|E
L41|6| 7207 | 0 L41 68 C|D|E
L48 | 6| 7765 | 25 L37 69 C|D|E
L6 | 6] 4972 |79 L21 74.92 D|E
L9 |6] 716 |371 L48 81 E

Las cepas seleccionadas con mayor
antagonismo a P. infestans fueron L48 y
L21 con porcentajes de antagonismo de

77.65% y 75.33%, respectivamente. La
cepa de actinomiceto con menor
antagonismo fue L18 con un porcentaje
de 16.2%.

Se efectu6 un andlisis no paramétrico
Kruskal Wallis para los PICR de las
pruebas de inhibicién contra R. solani. El
resultado que se obtuvo demostré que
existen diferencias significativas
(p<0.0001) en la capacidad de los
actinomicetos en inhibir el crecimiento
de R. solana (tabla 2).

Tabla 2: Prueba no paramétrica Kruskal Wallis de
los PICR de 15 cepas de actinomiceto de la provincia
de Loja enfrentados a R. solani.

Trat.| N| Medias| DE.| H p Trat. | Categorias

L13 [ 6] 6481] 3[82.6]<0.0001]L18 45]A

L14 [ 6] 16.79] 22 L14 867|A[B

L18 [ 6] 1441] 0 L40 1583[A[B[C

L19 [ 6] 4341] 6.1 L9 2867[A[B[C|D

L21 [ 6] 6767] 6.2 L34 3033[A[B[C[D

L22 |6 4817] 91 L6 35 B[C|D

L23 [ 6| 4579] 18 L19 4033 C[DJE

L31 [ 6] 80.03] 31 L22 4433 C[D]E

L34 [ 6] 40.09] 44 123 4517 C[DJE

L37 [ 6 100 0 L48 525 D[E[F
L40 [ 6] 2439] 53 L13 65.25 E[F[G
L41 [ 6] 8383 ¢ L21 67.25 E[F[G
L48 [ 6] 5292] 72 L31 7817 FIG
L6 [ 6] 4294 0 L41 79 FIG
L9 [6] 3866[ 53 L37 a7 G

Las cepas seleccionadas con mayor
antagonismo a R. solani fueron L 37 y
L41 con porcentajes de antagonismo de
100% y 83.83%, respectivamente. La
cepa de actinomiceto con menor
antagonismo fue L18 con un porcentaje
de 14.41%.

Pruebas de antagonismo en foliolos de
papa

Los  actinomicetos  inhibieron el
crecimiento de P. infestans, evitando que
los foliolos se infecten por el oomicete.
La figura 5 muestran la inhibicién de P.
infestans por la cepa de actinomiceto
L21.
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—— Control positivo (P. infestans)

——> P. infestans + Solucion salina

Infeccin de P. inf

—> actinomiceto 121+ P. infestans

No hay signos de infeccion por P.
inf el actinomi L.

Figura 5: Pruebas de antagonismo en foliolos de
papa variedad “uvilla”: actinomiceto L21 vs P.
infestans CIP84.

La figura 6 corresponde a los porcentajes
de inhibicion a P. infestans de las cepas
de actinomicetos en foliolos. Se observa
que las cepas L48 y L21 seleccionados en
las pruebas duales in vitro inhibieron en
100% a P. infestans. El control negativo
del actinomiceto cepa L18 no inhibié al
patégeno
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Tratamiento: cepas de actinomicetos evaluadas en
ensayos defoliolos contra P. infestans.

Figura 6: Porcentajes de inhibicion de las cepas de
actinomicetos de la provincia de Loja L18, L21 y L48
contra P. infestans en pruebas antagdnicas con
foliolos de papa de la variedad “uvilla”.

Pruebas de
invernadero
Los porcentajes de infeccidn por R. solani
fue de 100% para todas las cepas de
actinomiceto L37, L41 y L18 (figura 7).
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Tratamiento: cepas de actinomicetos evaluadas en ensayos de
invernadero contra R. solani

Figura 7: Porcentajes de infeccién de R. solani en
plantas de papa variedad “superchola” en pruebas
de antagonismo de R. solani vs. actinomicetos a nivel
de invernadero.

DISCUSION

Los actinomicetos mostraron inhibicién
tanto P. infestans como a R. solani,
corroborando datos de investigaciones
realizadas por Castillo, 2004; Lozoya et
al., 2006; Villamarin, 2011 y Davila et al.,
2013, en los que se evalud la capacidad
antagénica de cepas de actinomicetos
contra varios patégenos como Fusarium
sp., Colletotrichum sp., R. solani y P.
infestans. Las cepas  presentaron
diferentes niveles de inhibicién, por
ejemplo, la cepa de actinomiceto AAH53
tuvo porcentajes de inhibicion de 53.08;
49.36 y 61.57% para Rhizoctonia sp.,
Fusarium sp. y Colletotrichum sp,
respectivamente.

Iznaga et al, (2003), reporté cepas de
actinomicetos aisladas de suelo, que
producen componentes con actividad
antifiingica inhibidoras del crecimiento
diametral de patégenos. También se han
reportado que actinomicetos endofitos
producen  metabolitos  inhibitorios
antifingicos (Coombs et al, 2004),
enzimas degradantes de la pared celular
como quitinasas (El-Tarabily, 2003) y
glucanasas (Davila et al., 2013), asi como
sideréforos (Cao et al, 2005) y la
induccién de resistencia sistémica (Conn
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et al, 2006) citados por (El-Tarabily et
al,, 2008).

La presencia de quitinasas y glucanasas
esta relacionada directamente con la
resistencia a P. infestans (Salas y Zamora,
2009), debido a que la pared celular del
oomicete estd compuesta por celulosa y
B-glucano a diferencia de los hongos
(Erwin y Ribeiro, 1996). Por lo tanto, se
puede presumir que las glucanasas
secretadas por los actinomicetos
degradan la pared celular produciendo la
lisis del patégeno, mientras que las
quitinasas degradan la quitina de la
pared celular de R. solani provocando
que no se desarrolle.

Los actinomicetos actuaron de manera
similar en los ensayos de antagonismo
con foliolos de papa. Franceschi (2005)
sefiala que los actinomicetos, ayudan a
incrementar los mecanismos de defensa
propios de las plantas, aumentando la
secrecion de sustancias que limitan el
crecimiento de hongos fitopatdgenos
(Vassilev et al.,, 2006; Jain y Jain, 2007) o
estimulando las defensas naturales de la
planta (Prévost et al., 2006; Lehr et al,,
2008).

Por lo tanto, se podria decir que las
respuestas naturales de defensa de los
foliolos contra el patégeno se
aumentaron por la secrecion de
glucanasas por parte de los
actinomicetos, inhibiendo el crecimiento
de P. infenstans. Al obsevar al
microscopio los foliolos inoculados con
actinomicetos y P. infestans no se
encontraron esporangios visibles,
micelio o alguna otra estructura del
oomicete.

Existen estudios donde los actinomicetos
antagonistas que mostraron actividad
antifiingica in vitro fueron inactivos in
vivo. En la mayoria de los casos donde los
actinomicetos no inhibieron in vitro
tampoco lo hiceron in vivo (Broadbent et
al. 1971; citado por Jung y Byung, 2002)

Los ensayos in vivo se realizaron en un
invernadero sin control de temperatura y
humedad. Probablemente los
actinomicetos no inhibieron a R. solani
por las altas humedad y temperatura que
se mantuvieron en el experimento.
Algunos autores recomiendan utilizar los
metabolitos de actinomicetos para que
no se disminuya o anule su efecto de
biocontrol contra hongos fitopatégenos
en ensayos in vivo (Trejo et al., 1998;
Whipps, 2001).

CONCLUSIONES

Los actinomicetos tuvieron actividad
inhibitoria contra P. infestans en las
pruebas duales en caja ‘petri y en foliolos
de papa.

Los actinomicetos seleccionados a nivel
in vitro antagénicos a R. solani fueron
inactivos a nivel in vivo

RECOMENDACIONES
Se recomienda caracterizar
molecularmente las cepas de

actinomicetos que presentaron capacidad
antagénica a los patégenos in vitro para
conocer su especie y analizar los
metabolitos secundarios que producen,
con el fin de elaborar un bioproducto que
controle los patégenos.
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