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RESUMEN

Los actinomicetos que colonizan la rizosfera de las plantas son importantes en la promocion del
crecimiento vegetal mediante la produccién de sustancias biolégicamente activas. El objetivo
de este estudio fue caracterizar actinomicetos de la rizdsfera, evaluar su capacidad
bioestimulante como promotora de crecimiento vegetal en maiz in vitro y su potencial para
controlar fitopatdgenos. Se obtuvieron cincuenta y cuatro aislados de actinomicetos de muestras
de suelo de cultivos cacao, aguacate y maiz colectados en zonas de Pangua, Mocache, Buena
Fe y Quito, Ecuador. Los aislamientos de actinomicetos se caracterizaron morfoldgica y
bioquimicamente en base a la solubilizacion de nitrégeno, fosforo y potasio. El ensayo de
germinacion de semillas de maiz revelé que nueve aislados promovieron significativamente la
tasa de germinacion presentando mayores resultados la cepa Al4 (96%), se observo el efecto
bioestimulante de actinomicetos en parametros de crecimiento vegetal que incluyen longitud
del hipocotilo con la cepa B3 (13.24 cm), se registré un aumento en la longitud radicular con
Al4 (21.33 cm). Se registraron aumentos en el peso fresco de la planta con A14 (14.90 g), se
registré un aumento de peso seco de la planta con SQA7 (1.67g). La cepa Al4 exhibié un alto
antagonismo contra (Fusarium sp.) con un porcentaje de inhibicion (87%), mientras que el
efecto antagonista contra (Lasiodiplodia theobromae) fue con un porcentaje de inhibicion (85
%). Los resultados indican que los actinomicetos tienen potencial para promover el crecimiento
vegetal en el cultivo sostenible del maiz, ain mas como agente bioldgico para controlar

fitopatdgenos.

Palabras clave: actinomicetos, rizésfera, bioestimulante, controlador bioldgico, maiz.

viii



ABSTRACT

Actinomycetes that colonize the rhizosphere of plants are important in promoting plant growth
through the production of biologically active substances. The objective of this study was to
characterize actinomycetes from the rhizosphere, evaluate their biostimulant capacity as a plant
growth promoter in maize in vitro, and their potential to control phytopathogens. Fifty-four
isolates of actinomycetes were obtained from soil samples of cocoa, avocado and maize crops
collected in areas of Pangua, Mocache, Buena Fe and Quito, Ecuador. The actinomycete’s
isolations were characterized morphologically and biochemically based on the solubilization of
nitrogen, phosphorus and potassium. The maize seed germination assay revealed that nine
isolated significantly promoted the germination rate, with strain Al4 presenting higher results
(96%), the biostimulating effect of actinomycetes on plant growth parameters, including
hypocotyl length, was observed with strain B3. (13.24 cm), an increase in root length was
recorded with A14 (21.33 cm). Increases in the fresh weight of the plant were registered with
Al4 (14.90 g), an increase in dry weight of the plant was registered with SQA7 (1.67¢). The
Al4 strain exhibited a high antagonism against (Fusarium sp.) with a percentage of inhibition
(87%), while the antagonistic effect against (Lasiodiplodia theobromae) was with a percentage
of inhibition (85%). The results indicate that actinomycetes have the potential to promote plant
growth in the sustainable cultivation of maize, even more as a biological agent to control

phytopathogens.

Keywords: actinomycetes, rhizosphere, biostimulant, biological controller, maize.
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INTRODUCCION

Las actividades agricolas en Ecuador se basan en la produccion a través de los recursos
primarios que se obtienen directamente de la naturaleza (1). EI maiz (Zea mays L) es uno de los
cultivos fundamentales para la alimentacion de los ecuatorianos debido a que su produccién
proporciona materia prima para la agricultura y el consumo humano. La productividad de las
provincias maiceras, el mayor nivel de rendimiento se encuentra en la provincia de Los Rios,

con 5,5t ha™? sin embargo, es factible alcanzar un rendimiento promedio de 10 t ha™! de grano

).

La produccion del cultivo de maiz se ha visto limitada fundamentalmente por la
tecnologia empleada en los suelos; la aplicacion intensiva de fertilizantes quimicos, herbicidas
y pesticidas (3); reducen la capacidad productiva del suelo al reducir sus nutrientes y contaminar
las aguas superficiales originando eutrofizacion y al lixiviarse a las aguas subterraneas pueden
ser ingeridos por los humanos causando problemas a la salud, perjudica a la diversidad
bioldgica; por tanto, reduce su potencial para lograr una agricultura sostenible y una mayor
seguridad alimentaria (4).

En agricultura los microorganismos son imprescindibles para mantener la fertilidad del
suelo, para desarrollar cultivos sanos y vigorosos, de hecho, los que carecen de flora microbiana
son suelos pobres y desequilibrados (5). Los actinomicetos representan un grupo de
microorganismos distribuidos en ecosistemas naturales y tienen gran importancia en la
degradacion de materia organica, estan involucrados en procesos de fitorremediacion,

formacion de humus y fermentacion del compost (6).

Los actinomicetos son microorganismos eficientes para la produccion de compuestos

involucrados en el control bioldgico, asi como solubilizar fosfato y promover el crecimiento y



desarrollo vegetal. Estos microorganismos se destacan por la producir sider6foros, acido indol
acetico y giberelinas enzimas involucras en las capacidades para promover el desarrollo y

crecimiento vegetal (7).

Entre los actinomicetos el género Streptomyces son de gran interés en cuanto a la
produccion de antibidticos, tienen la capacidad de sintetizar metabolitos secundarios,
presentando actividad antagonista, inhiben notablemente el desarrollo de microorganismos
fitopatdgenos sin ocasionar efectos toxicos a las plantas (8). Especies como S. olivaceoviridis,
S. rimosus, S. rochei, y S. griseoviridis estdn ampliamente reportadas en la literatura por su
potencial de crecimiento vegetal pues tienen la capacidad de mejorar el crecimiento de las
plantas al aumentar la germinacion de semillas y el alargamiento de raices en cultivos tanto en

sorgo, trigo y arroz inoculadas con cepas de Streptomyces (9).

Por lo anterior la presente investigacion permitira identificar actinomicetos de la
rizosfera con la perspectiva de aplicarlas en los cultivos de maiz como potencial benéfico
generando valor agregado a la biodiversidad y su aporte a la agricultura. Por lo tanto, el estudio
y uso de actinomicetos se convierte en una alternativa bioldgica que a través de diversos
mecanismos benefician el desarrollo de las plantas, aumentan el rendimiento, compiten con
fitopatdgenos; considerandolos como una alternativa que contribuye al buen desarrollo agricola

y protege el medio ambiente.



CAPITULO |

CONCEPTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1  Planteamiento del problema

Entre las practicas agronomicas que se realizan para el cultivo de maiz se encuentra la
aplicacion de agroquimicos; y aunque esta actividad garantiza la produccidn, existen una serie
de problemas relacionados con su uso en los suelos porque tiene efectos negativos como
desgaste fisico, pérdida de nutrientes, humus y de la actividad microbiana. Lo descrito
anteriormente provoca contaminacion ambiental, con una afectacion a los agricultores y

consumidores finales.

Diagnostico

La tecnologia para mantener y aumentar la fertilidad del suelo en los cultivos de maiz
incrementa el uso intensivo de agroquimicos, lo que no asegura la productividad agricola y se
traduce en rendimientos marginales que provocan contaminacion y destruccion en la rizosfera,

creando con el tiempo un sistema de produccion insostenible en lugar de ser beneficioso.

Formulacion del Problema

¢ Qué tipo de actinomicetos rizosféricos tienen el potencial de ser beneficioso para las

semillas de maiz?

Sistematizacion del problema

¢Cudles son las caracteristicas que exhiben los actinomicetos vinculados con la

rizosfera?



¢ Qué cepas de actinomicetos aisladas en la rizosfera son antagonicas a Fusarium sp. y

Lasiodiplodia theobromae?

¢ Qué potencial bioestimulante podrian tener los aislados de actinomicetos para

estimular el desarrollo vegetal en plantulas de maiz?



1.2 Justificacion

El maiz es un cultivo muy indispensable, no solo por constituir gran parte de la dieta
diaria de la poblacion ecuatoriana sino, también por ser una de las primordiales fuentes de
ingresos econdmicos. Los efectos de los agroquimicos tienen un impacto negativo en el medio
ambiente, por lo que es necesario implementar nuevas practicas que satisfagan las necesidades
productivas y, al mismo tiempo, promuevan el equilibrio en los ecosistemas. Esto se puede

lograr por medio de practicas ecolégicamente racionales, como el uso de microorganismos.

El suelo es un sistema dindmico e importante en la produccion agricola, y los
microorganismos que viven alli son cruciales para el proceso de produccion de alimentos. En
base a esto, es importante estudiar los actinomicetos porque mejoran la fertilidad del suelo,
ayudan en la transformacion de los nutrientes dispuestos en el suelo para que puedan ser
asimilados por las plantas y estan involucrados en una variedad de procesos bioldgicos como la
descomposicion y la liberacién de materia organica y son controladores bioldgicos. Mediante
el uso de estos microorganismos, es posible lograr una agricultura sostenible reduciendo el uso
de pesticidas, disminuyendo el efecto ambiental y mejorando la seguridad alimentaria, lo que

se traduciria en mejores beneficios econdémicos para los agricultores.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Caracterizar actinomicetos rizosféricos con potencial benéfico en semillas de maiz

(Zea mays).

1.3.2 Obijetivos Especificos

» Caracterizar las cepas de actinomicetos benéficos a partir de la rizosfera de

cultivos.

» Evaluar in vitro el potencial antagonico de las cepas de actinomicetos contra los

hongos fitopatdégenos Fusarium sp. y Lasiodiplodia theobromae.

» Determinar in situ la capacidad bioestimulantes de los actinomicetos

seleccionados en semillas de maiz.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1 Marco Conceptual

2.1.1 Fosfatos

Se utiliza como fertilizante en la agricultura tradicional, cuando se reduce a particulas
finas libera elementos como fésforo, aluminio, magnesio, sodio, hierro, etc. Aunque es una
alternativa natural a la fertilizacion, se disuelve demasiado lentamente para satisfacer las

necesidades de las plantas (19).

2.1.2 Elmaiz

El maiz duro es uno de los cultivos mas destacados en el comercio nacional para la
produccion de balanceados en la industria animal, especialmente para la avicultura comercial.

Se cultiva mayoritaria y ampliamente en Los Rios, Manabi, Guayas, El Oro y Loja (22).

2.2 Marco Referencial

2.2.1 Suelo

El suelo es un medio nato con un limite y no renovable, que proporciona diversos
servicios ecosistémicos o ambientales, por ejemplo, aquellos relacionados con la participacion
en ciclos biogeoquimicos de elementos criticos para la vida (p. ej., carbono, nitrégeno, fosforo).
Sin embargo, lo mas ampliamente reconocido es que los suelos son el sitio natural para la

produccion de alimentos y materias primas de las que dependen las sociedades mundiales (10).



La rizdsfera es el ecosistema terrestre mas grande de este ecosistema, con un metro
cuadrado de productores primarios (pastos). Este metro cuadrado corresponde a una superficie
subterranea que es (al menos) tres veces mas grande que la rizosfera. Generalizando este aspecto
a cada parte de la tierra con vegetacion, concluimos que la rizésfera es el ecosistema terrestre

mas extenso (11).

La rizésfera de las plantas es una fina capa de suelo adherida en las paredes de las raices,
alli se llevan a cabo grandes reacciones benéficas plantas-microorganismos en donde las
bacterias asociadas al crecimiento de las plantas son denominadas bacterias promotoras del
crecimiento en plantas PGPB (12).

2.2.2 Actinomicetos

Los actinomicetos son bacterias Gram-positivas filamentosas; principalmente aerobicos,
anaerdbico facultativo, y pertenece al filo Actinobacteria y al orden Actinomycetes (13).
Generalmente se encuentran en la mayoria del planeta tierra en diferentes zonas ambientales
ayudando a la descomposicidén de compuestos a base de carbono, dicho grupo microbiano ha
recibido considerable atencion en varias areas de produccion como los son en la fabricacion de
medicinas y aditivos para alimentos, en la biotecnologia para el analisis de aguas, suelos y
ltimamente en la agricultura, debido a que son fuente importante de sustancias con actividad

bioldgica de gran utilidad para el hombre (14).

Los actinomicetos han jugado un papel importante en el desarrollo de la biotecnologia,
muchos de ellos forman micelio aéreo y esporas, y su crecimiento en cultivo liquido raramente
presenta la turbidez asociada con las bacterias unicelulares, sino que durante el crecimiento se
forman filamentos, grumos o esferas de micelio. Los filamentos de los actinomicetos son mucho

maés delgados que aquellos formados por los hongos (15).
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Las bacterias unicelulares y los hongos filamentosos se pueden distinguir y dividir en
dos grupos importantes en funcién de sus caracteristicas morfoldgicas. Durante algun tiempo,
se los consideré miembros del grupo de los hongos filamentosos debido a las similitudes en la
forma en que crecen y se desarrollan, incluida la formacion de un filamento llamado hifa con
ramificaciones extensas (micelio), que muchos de ellos forman micelio aéreo y esporas, su
crecimiento en cultivo liquido rara vez presenta la turbidez asociada con las bacterias
unicelulares, pero durante el crecimiento se forman filamentos, grumos o esferas de micelio
(16).

2.2.2.1 Condiciones de crecimiento de los actinomicetos

La adicion de materia organica al suelo estimula el crecimiento y la actividad de los
actinomicetos. Los suelos alcalinos y neutros han demostrado ser mas favorables para el
crecimiento de estas bacterias, el intervalo de pH mas recomendado para la actividad de estos
organismos esté entre 6.5y 8.0, en suelos con un pH inferior a 5.0 se observa frecuentemente
su ausencia. Los actinomicetos son predominantemente aerobios y se desarrollan en suelos bien
aireados (14).

2.2.2.2 Los actinomicetos como agentes de control biol6gico

Los actinomicetos han sido descritos como agentes de control biolégico debido a su
capacidad para producir enzimas biodegradantes tales como quitinasas, dextranasas,
peroxidasas, etc., las cuales estan involucradas en el parasitismo fangico por parte de estos
microorganismos. Las especies de Streptomyces han sido descritas como colonizadores de la
rizosfera capaces de controlar biolégicamente hongos fitopatdgenos, produciendo sideréforos,

sustancias que promueven el crecimiento de las plantas in vitro, promueven la nodulacién y
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ayudan a absorber hierro durante la fijacion de nitrégeno. En las leguminosas, indirectamente

ayuda a promover el crecimiento de las plantas (17).

2.2.3 Solubilizacion de fosfatos

El fésforo es uno de los elementos limitantes para el desarrollo de algunas plantas en
muchos suelos agricolas porque, a pesar de ser abundante en los suelos, el fosforo soluble se
encuentra en bajas concentraciones y precipita facilmente al reaccionar con iones como el
calcio, el hierro o el aluminio, por lo que su disponibilidad es exclusiva para las plantas. Algunos
microorganismos disuelven el fdsforo insoluble a través de la fabricacion de &cidos organicos,

fosfatasas y quelacion (18).

En muchos lugares la roca fosférica se utiliza como fertilizante en la agricultura
tradicional, cuando se reduce a particulas finas libera elementos como fosforo, aluminio,
magnesio, sodio, hierro, etc. Aunque es una alternativa natural a la fertilizacion, se disuelve
demasiado lentamente para satisfacer las necesidades de las plantas. Para el desarrollo de una
agricultura sustentable es necesario establecer un método alternativo para reducir el uso de
fertilizantes reemplazandolos por productos naturales, y fortalecer la investigacion sobre la

aplicacion de los actinomicetos como tecnologia en el campo de la biotecnologia (19).

Los actinomicetos a través de la descomposicion de las rocas generan la movilizacion
de nutrientes esenciales como fosforo y metales como sodio (Na), potasio (K), magnesio (Mg),
calcio (Ca), manganeso (Mn), hierro (Fe), cobre (Cu), zinc (Zn), cobalto (Co), y niquel (Ni), a
partir de la produccién de metabolitos como &cidos organicos, por esta razon, estos
microorganismos desempefian un papel importante en ciclos biogeoquimicos de nutrientes

esenciales (20).
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2.2.4 El maiz (Zeamays L.)

El cultivo de maiz es considerado uno de los mas importantes del mundo por su
productividad, seguido por los cultivos de trigo y arroz en segundo y tercer lugar
respectivamente. Esto tiene trascendencia mundial, segun el USDA, destacando que paises
como EE. UU. y China respondieron por un equivalente del 36% y 21% de la produccion en el
periodo 2017-2018 (21).

En Ecuador, el maiz duro es uno de los cultivos més destacados en el comercio nacional
para la produccion de balanceados en la industria animal, especialmente para la avicultura
comercial. Se cultiva mayoritaria y ampliamente en Los Rios, Manabi, Guayas, El Oro y Loja.
A partir de 2016, se evidencia un aumento sustancial en la produccion de maiz duro seco del
pais, lo que ha reducido la brecha entre el consumo aparente y la produccién nacional, lo que

sugiere que Ecuador sera autosuficiente en el corto o largo plazo (22).

2.2.4.1 Descripcion biologica

El maiz es conocido como una planta monocotileddnea, y estd mas distribuido en areas
tropicales, donde las condiciones de suelo y clima son propicias para su crecimiento, la raiz
principal es una raiz adventicia fibrosa. Su tallo herbaceo esta formado por nudos de longitud
desigual y entrenudos, siendo los entrenudos de dos tipos, el primero estd ubicado en la parte

superior y es cilindrico, y la parte inferior tiene rasgos cortos (23).

Las hojas son de aspecto rugoso, onduladas, alargadas y alternas entre si, en su base
crecen espigas. Pueden tener de 12 a 24 hojas. Sus inflorescencias se caracterizan por flores

masculinas y femeninas separadas en la misma planta, por lo que se denomina planta monoica.
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Los racimos o espigas, conocidos como paniculas, son flores masculinas, cada una de las cuales

consta de tres estambres que contienen el polen (24).

La formacion de granos de polen son inflorescencias o espigas femeninas, y las semillas
distribuidas linealmente estan protegidas por hojas verdes o pistilos agrupados. Su fruto es una
caridpside brillante, y sus semillas pueden ser amarillas, moradas, blancas, rojas. Cada semilla
formada u ovario maduro consta de tres capas: el pericarpio o cubierta, el endospermo y el
embrién (25).

2.2.5 Requerimientos edafoclimaticos del maiz

Para que el desarrollo fenolégico de los cultivos de maiz sea favorable, debe existir un
suelo franco arenoso himedo, rico en nutrientes, bien drenado, que permita un pH entre 5.8 y
6.8 aproximadamente. Las semillas al momento de la siembra necesitan una temperatura de 16

a 18°C. para una germinacion optima (26).

La temperatura ideal para que las plantas de maiz germinen es de alrededor de 10° C
porque a temperaturas mas bajas provoca un estrés tal que a temperaturas inferioresa 5° C
pueden morir. Durante el crecimiento vegetativo a temperaturas inferiores a los 15 ° C, la planta
ralentiza su desarrollo y se vuelve morada porque no absorbe fosforo, elemento dificilmente

asimilable a estas temperaturas (27).

La luz solar que reciben las plantas a través del proceso de fotosintesis produce MS
(materia seca) en el grano, que es el resultado buscado por este cultivo para altos rendimientos,
y la radiacion solar activa los mecanismos que convierten la energia luminica en energia

quimica, produciendo energia aprovechable por la planta. Por ello, hay que tener en cuenta las
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fechas de plantacion para favorecer el maximo numero de horas de luz que reciben las plantas
(28).

Los cultivos de maiz requieren precipitaciones de alrededor de 500 a 800 mm de agua
en condiciones normales para cumplir con cada fase fenoldgica. Se debe tener en cuenta que la
cantidad maxima de agua antes mencionada se requiere 15 dias antes de la aparicién de la
inflorescencia y 30 dias despues de la aparicion de la inflorescencia, ya que es alli donde se
forman las mazorcas. Dependiendo de la falta de agua, esto puede reducir la cantidad de

floraciones por dia entre un 6 %y un 8 % (29).

2.2.6 Antecedentes de Investigaciones en Contexto

2.2.6.1 Respuesta del cultivo del tomate a la aplicacion de actinomicetos

Entre octubre de 2015 y enero de 2016, bajo las condiciones de la huerta intensiva “El
Gigante”, en el municipio de Manzanillo, provincia Granma, en suelos mixtos, con el objetivo
de evaluar la respuesta agronomica del cultivo de tomate Solanum lycopersicum L. a la
aplicacion de tres cepas nativas de actinomicetos A23M12, A18M7 y A5M4. Se evaluaron
variables de crecimiento, altura de planta, nimero promedio de frutos por planta, masa fresca
promedio de frutos y rendimiento. También se realiz6 una evaluacion econdmica de los
resultados. La cepa A23M12 mostré los mejores resultados entre todas las variantes de
crecimiento estudiadas con un rendimiento de 43.8 t ha-1. La inoculacion con cepas de
actinomicetos nativos tuvo un efecto positivo en el crecimiento y progreso de las plantas de
tomate en condiciones de campo, con todos los indicadores significativamente mejorados en

comparacion con las plantas de control (es decir, no inoculadas) (30).
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2.2.6.2 Streptomyces de la rizésfera de maiz como promotor de crecimiento vegetal

Evaluaron el potencial de los actinomicetos aislados de la rizosfera de maiz para
promover el crecimiento vegetal, incluida su capacidad para producir acido indol acético, para
promover el crecimiento de brotes de maiz, disolver fosfato y crecer en medios libres de
nitrégeno. Treinta aislamientos de actinomicetos han sido identificados de la rizdsfera de maiz.
Mediante el empleo del método ragdoll, demostré que nueve cepas fueron capaces de promover
significativamente el crecimiento de los brotes de maiz bajo cinco parametros de crecimiento,
incluyendo la longitud de la raiz primaria, la longitud del tallo, el numero de raices laterales, el
peso himedo y el peso seco. Veintiun aislados de actinomicetos (70%) pudieron disolver fosfato
en medio pikovskaya que contenia fosfato tricalcico. Ademas, 30 aislamientos pudieron crecer
en medios libres de nitrégeno, lo que indica su capacidad para fijar nitrégeno. En base a sus
propiedades potenciales, estos aislados de actinomicetos tienen el potencial de desarrollarse ain

méas como biofertilizantes para el cultivo sostenible de maiz (31).

2.2.6.3 Actividad bioestimulante de actinomicetos aislados de la rizosfera de soja

En la actividad bioestimulante de actinomicetos aislados de la rizésfera de soja.
Cincuenta y tres cepas de actinomicetos se aislaron con éxito de la rizosfera de soja utilizando
dos medios de cultivo, agar &cido humico- vitamina (HVA) y agar de caseina de almidon (SCA),
entre los aislados el (34%) fueron capaces de producir acido indol acético en el rango de 2.08
ppm a 16.70 ppm. Los ensayos de crecimiento de soja in vitro utilizando el método ragdoll
produjeron siete aislamientos de actinomicetos que mejoraron significativamente tres
pardmetros de crecimiento de la planta, incluidos el hipocétilo y la longitud de la raiz, y el
numero de raices laterales. De los siete aislados de actinomicetos, cinco fueron capaces de
crecer en un medio libre de nitrégeno y solubilizar fosfato. Segun el anélisis de la secuencia del
ARNr 16S, los cinco actinomicetos seleccionados eran altamente homologos a diferentes

especies de Steptomyces (9).
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2.2.6.4 Evaluacion de crecimiento vegetal en actinomicetos de la rizésfera (Solanum sp.)

La evaluacion de crecimiento vegetal en actinomicetos aislados de la rizosfera de
cultivos de papa colectados de la zona de San Jerénimo - Andahuaylas. Para ello, se
identificaron 4 rasgos (solubilizacién de fosfato, fijacién de nitrégeno, produccion de acido
indol acético y siderdéforo). Del total de aislados de actinomicetos, 33 cepas solubilizaron
fosfatos, 42 fijaron nitrogeno, 10 produjeron acido indol acético y 18 fueron productores de
sideroforos; las cepas AND 13 y AND 16 son las que mejor desempefio obtuvieron en pruebas
como promotoras de crecimiento vegetal. La cepa de actinomiceto AND 13; fue identificada
por pruebas bioguimicas y amplificacién del gen 16S ADNr como Streptomyces sp. Los
resultados sugieren que los actinomicetos pueden usarse en programas de biofertilizacion en

cultivo de papa como una solucion alternativa al uso excesivo de agroquimicos (32).

2.2.6.5 Aislamiento, control biol6gico y capacidad bioestimulante de (Streptomyces)

El aislamiento, control bioldgico y capacidad bioestimulante de Streptomyces se debe a
la produccion de siderdéforos y acido indolacético (IAA) y la solubilizacion de fosfato. Se
aislaron once cepas de muestras de suelo en Arabia Saudita mediante el método de dilucion y
se identificaron morfol6gicamente, mediante técnicas de secuenciacion de ARNr 16S. La
capacidad de crecimiento de las plantas se analiz6 con bases de produccion de sideréforos, AIA
y solubilidad de fosfato. La cepa HM10 tiene un fuerte efecto antagdénico sobre el hongo
patogeno Colletotrichum gloeosporides y el halo de inhibicion es mayor de 15 mm, en términos

de produccion de 1AA, esta cepa de produccién mas eficiente (33).
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2.2.6.6 ldentificacidn de actinomicetos de la rizésfera para el biocontrol de (Valsa mali)

La identificacion de actinomicetos de la rizosfera para el biocontrol de Valsa mali. De
las muestras tomadas de la rizosfera de los manzanos de Qinling en China, se recuperaron 193
cultivos de actinomicetos. Seis de estos aislados de actinomicetos mostraron una actividad
antagdnica, redujeron en gran medida las hifas y la germinacion de conidios hacia V. mali
(porcentajes de inhibicion superiores al 50%). El aislamiento de la cepa SLO1 presento el mayor
potencial para el biocontrol basado en sus efectos inhibitorios sobre el crecimiento de hifas, la
germinacion de conidios y el desarrollo de enfermedades causadas por V. mali. Sobre la base
de las caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y del andlisis del gen 16S ADNr, la cepa SL01

se identifico como Streptomyces longissimus (34).

2.2.6.7 Aislamiento y biocontrol de actinomicetos del manglar de Pahang, Malasia

El aislamiento y biocontrol de los actinomicetos del bosque de manglar de Pahang,
Malasia. Se realizaron pretratamientos de muestras de sedimentos de siete sitios diferentes
utilizando métodos de calor hiumedo y calor seco, se utilizé ocho medios de aislamientos. En
un total se recuperaron 4850 aislamientos de actinomicetos, con el medio agar inorganico de
sal-almidon mostro el mayor porcentaje de recuperacion (31.7%), seguido del agar de
aislamiento de actinomicetos (24.1%), después de ambos pretratamientos, los aislamientos tipo
Streptomyces y Micromonopora fueron los predominantes. Las actividades antagonicas de
actinomicetos se evaluaron de un total de 78 aislados fueron activos contra al menos uno de los
organismos de prueba, entre ellos, el (28.2%) exhibid actividad antibacteriana, el (23.1%)
exhibi¢ actividad antifingica y el (48.7%) mostro ambos. La presencia de un numero
relativamente grande de aislamientos de actinomicetos bioactivos sugiere que el bosque de
manglares de Pahang es una fuente potencial de actinomicetos con capacidad biocontroladora
(35).

18



2.2.6.8 Capacidad bioestimulante y biocontrol de actinomicetos de la rizésfera del olivo

La capacidad bioestimulante y biocontrol de actinomicetos de la rizosfera donde se
aislaron actinomicetos con caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal, efectos
antagénicos sobre organismos patdgenos clinicos y vegetales de la rizésfera del olivo. Se
aislaron once cepas de actinomicetos rizosféricos por sus caracteristicas de potencial del
crecimiento vegetal incluyendo, la produccion de acido indol acético, solubilizacién de fosfato
y sideroforos, con actividades antagonicas frente a un conjunto de bacterias patdgenas, hongos
y levaduras. Todos los actinomicetos se identificaron de acuerdo con las regiones de ARNr 16S
reconociéndose cuatro diferentes especies de Streptomyces, pero segun el analisis de acidos
grasos, habria al menos seis diferentes organismos. Los actinomicetos aislados de la rizdsfera

del olivo fueron una herramienta prometedora para aplicaciones agricolas y clinicas (36).
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CAPITULO 111

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion

La presente investigacion se realizd en el laboratorio de Microbiologia y Biologia
Molecular, ubicados en el Campus “La Maria” perteneciente a la Universidad Técnica Estatal
de Quevedo (UTEQ), ubicada en el km 7,5 de la via Quevedo- EI Empalme, provincia de Los
Rios, Ecuador. Ubicada a 01° 04 49” de latitud sur y 79° 30’ 05” de longitud oeste y, a una

altura de 75 msnm.

3.2. Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo experimental, puesto que se realiz6 la manipulacion directa
de las variables en estudio: actinomicetos rizosféricos y su beneficio potencial, a través de
analisis de laboratorio, los microorganismos fueron identificados y caracterizados de acuerdo
con todas las normas nacionales e internacionales que rigen la microbiologia del suelo y medio

ambiental.

3.3. Métodos de investigacion

Se utiliz6 el método inductivo en la evaluacion, identificacion y caracterizacion de
actinomicetos en estudio, el método analitico se empled para la interpretacion de los resultados
y de las fuentes literarias utilizadas. Por Gltimo, se utilizo la observacion cientifica durante todo
el proceso de la investigacion para evaluar los procesos a través la percepcion directa de los

objetos y fendmenos.
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3.4. Fuentes de recopilacion de informacion

La informacion primaria se obtendra de los datos derivados de las observaciones de las
unidades experimentales y la recoleccion directa de los datos registrados durante la evaluacion
de variables. El uso de libros, revistas cientificas, publicaciones, diarios, informes técnicos para
maximizar los recursos de investigacion, tratando de minimizar los riesgos dentro del area de
trabajo y los procedimientos de prueba de laboratorio se realizaron utilizando fuentes

secundarias.

3.5.  Disefio de investigacion

3.5.1 Disefio para aplicacion de actinomicetos en semillas de maiz in vitro

Se aplicé un Disefio Completamente al azar (DCA) para evaluar la aplicacion de
actinomicetos en semillas de maiz, generando 10 tratamientos en tres replicas cada uno. Todas
las variables se sometieron al andlisis de varianza (ADEVA) para determinar la significancia
estadistica y la prueba de Duncan 95% de probabilidad para la comparacion de medias. Para el

analisis estadistico de los datos se utilizo el Software “Infostat” version estudiantil 2020.

Tabla 1

Esquema del analisis de varianza en semillas de maiz

Fuentes de variacion Grados de libertad
Tratamientos (t-1) 9
Error experimental t(r-1) 20
Total tr-1 29
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3.5.2 Tratamientos en estudio

Se establecieron diez tratamientos que corresponde a las cepas aisladas de

actinomicetos. Los actinomicetos fueron inoculados en semillas de maiz; incluido un

tratamiento que corresponde al control donde no se inoculd ningn microorganismo.

Tabla 2

Tratamientos empleados

Tratamiento 1
Tratamiento 2
Tratamiento 3
Tratamiento 4
Tratamiento 5
Tratamiento 6
Tratamiento 7
Tratamiento 8
Tratamiento 9

Tratamiento 10

Cepal
Cepa 2
Cepa 3
Cepa 4
Cepab
Cepa 6
Cepa 7
Cepa 8
Cepa 9
Control

3.6 Manejo del Experimento

3.6.1 Toma de muestra de suelo rizosférico

Para la investigacion se realizaron muestreos en dos regiones diferentes de Ecuador,

entre los meses de marzo y abril del 2022:
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Region Sierra: Provincia de Pichincha, Cantén Quito, Parroguia San Antonio de
Pichincha, Barrio Santo Domingo y de la Provincia de Cotopaxi, Canton Pangua, Parroquia

Moraspungo, Rcto. Calope de Mufioz dentro de la Finca “Florcita”.

Region Costa: Provincia Los Rios, Cantén Buena Fe, Parroquia Aguas Blanca en la
Finca Mufoz Garcia y en el Cantdn Mocache Campus “La Maria” de la Universidad Técnica

Estatal de Quevedo, localizada en el km 7,5 de la via Quevedo-El empalme.

Las muestras fueron recolectadas de 30 cm de profundidad de cultivos de maiz, cacao y
aguacate. Las muestras obtenidas estaban conformadas por la raiz y el suelo alrededor de esta,
recolectando aproximadamente 200g de cada muestra, se colocaron en bolsas de polietileno
estériles, fueron transportadas en hielera al laboratorio de microbiologia de la Universidad

Técnica Estatal de Quevedo, en condiciones asépticas.

Cada una de las muestras recibié un nombre en funcion de su ubicacion geogréfica, lo
que se logré mediante el uso de un dispositivo GPS, y se marcd especificamente en funcion de

su ubicacion en relacién con el area y se elaboré un mapa de localizacion de los muestreos.

Tabla 3
Nomenclatura y lugar de procedencia de los actinomicetos

Provincia Canton Lugar de procedencia Nomenclatura
Los Rios  Buena Fe Rizosfera cultivo de cacao B
Mocache Rizosfera cultivo de maiz M
Pichincha Quito Rizosfera cultivo de aguacate ~ SQA
Cotopaxi  Pangua Rizosfera cultivo de cacao A

Nota: A cada muestra se asignd la nomenclatura de acuerdo con el lugar de procedencia. 24



3.6.1.1 Sitios de recoleccion

Tabla 4

Datos geogréficos y agrocliméticas de recoleccion de muestras de suelo

Zona de recoleccion Humedad
Coordenadas L ] Heliofania _ o
de muestras o Precipitacion(mm) Temperatura(°C) relativa Altitud(msnm) Superficie(km?)
Geomeétricas (horas)
(%)
Provincia Canton
Buena  0°53'27"S
Los Rios 163,5 24,9 83,4 4,82 102 569
Fe 79°29'59"0
01°04'04"S
Mocache 666 23 90 3,53 45 572,3
79°30'05"0
o _ 0°02'20"N
Pichincha Quito 312,08 13,5 82,4 - 2439 116,26
78°26'58"0
) 1°04'15"S
Cotopaxi Pangua 945 22 91,6 3,75 200 646,2
79°18'30"0

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI)
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3.6.1.2 Aislamiento de actinomicetos

El aislamiento se realizo en base a lo siguiente, de cada una de las zonas muestreadas se
procedio a la recoleccion de tres submuestras de suelo rizosférico de cultivos seleccionados a
una profundidad aproximada de 30 cm, lo anterior se procedié a desarrollarse mediante un
muestreo aleatorio en zig-zag, a continuacion, todas las muestras se homogenizaron y tamizaron

para excluir particulas grandes de materia organica y mineral (35).

Se pesaron 10 g de suelo cada una de las muestras de la rizosfera recolectas, luego se
colocaron en una estufa (Memmert DM500) para proceder a secarlas a 50 ° C por 1 hora,
transcurrido el tiempo se pesé 1 g de la muestra seca, los cuales se colocaran dentro de un frasco
de vidrio estéril que contenia 9 ml en una solucion PBS (phosphate buffered saline) al 0,85% y
se agito manualmente por cinco minutos, luego se procedid a colocar la mezcla homogenizada

nuevamente en la incubadora durante 30 minutos a 30 ° C (37).

Una vez finalizado el periodo de incubacion, se prepararon tubos eppendorf de 1.5 ml
nalgene syringe con 900 pL de solucién PBS al 0,85%, para preparar las diluciones con
concentraciones de la mezcla desde 10! hasta llegar a 10*. Se tomaron con una micropipeta
100 uL de la muestra total y se colocaron dentro del tubo eppendorf estéril, se homogeniz6 la
solucion formada en el tubo, mediante el empleo del vortex, obteniendo una dilucién de 101, y

luego se repitio el proceso hasta llegar a la dilucion de 104,

Se utilizé el medio selectivo para la siembra de las diluciones: agar extracto de levadura-
extracto de malta (ISP-2), el medio se prepar6 a partir de los siguientes productos quimicos:
bacto-yeast extract 4.0 g, bacto-malt extract 10.0 g, bacto-dextrose 4.0 g, agua destilada 1.0
Litro, y luego se agregd agar-agar 20.0 g, se ajustd el pH a 7.0. Posteriormente se esterilizo

durante 15 minutos a 121° C en la autoclave (38).
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En condiciones estériles, se dispensaron 15-20 ml de medio selectivo ISP-2 dentro de
placas petri. Por separado, utilizando una micropipeta, se tomaron 50 puL de cada dilucién
(10hasta 10%) y se sembraron sobre el medio solidificado. La suspension bacteriana se
distribuy6 sobre la superficie del agar mediante el método de dispersion utilizando el asa de
Drigalsky para esparcir el indculo de manera uniforme, las cajas petri se dejaron incubar a 28 +

2 ° C durante 7 dias con un maximo de 15 dias (9).

3.6.1.3 Caracterizacién morfolégica

La caracterizacion morfoldgica de los actinomicetos se basd de acuerdo con su
morfologia, se eligieron las cajas con colonias que presentaban caracteristicas macroscopicas
como textura, forma, color del micelio aéreo y produccion de pigmentos de los cuales varian
desde el blanco, grisaceo hasta el crema, marrén y negro. Los actinomicetos observados fueron

comparados con los descritos en el Manual de Determinacion Bacterioldgica de Bergey (39).

Para el aislamiento y la purificacion de colonias de actinomicetos se utilizo el medio de
cultivo sefialado por el International Streptomyces Proyect (ISP-2). suplementado con nistatina
(50 pg/ml) y acido nalidixico (25 pg/ml) para evitar la proliferacion de bacterias y crecimiento
de hongos. Las colonias purificadas de actinomicetos se colectaron y refrigeraron en viales mas
glicerina al 20% (v/v) a -20 ° C (38).

3.6.1.4 Caracterizacion Bioguimica

3.6.1.4.1 Caracterizacion microscopica tincién de Gram

Se realiz6 un frotis con cada cepa purificada de actinomicetos sobre un portaobjetos,

luego se fijé la muestra a la flama de un mechero bunsen. Se tifi6 el frotis con cristal violeta
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durante 1-2 minutos, se elimino el exceso de colorante con agua destilada y se aplicé lugol por
1 minuto. Posteriormente se lavd con agua destilada y se decolora con alcohol-acetona. El
colorante de contraste (safranina) se aplicé durante 30 segundos. Finalmente se lavé la muestra
con agua destilada se dejo secar y se observo al microscopio. Las bacterias Gram positivas se

tifien con color violeta, mientras que las Gram negativas se tifien de rosado (40).

3.6.1.4.2 Prueba de la Catalasa

Las colonias purificadas de actinomicetos se ubicaron en un portaobjetos limpio y seco,
se afiadid sobre la colonia una gota de perdxido de hidrégeno H,0, al 30% (v/v) una
interpretacion positiva dard como resultado la formacion de burbujas (02), mientras que el

resultado es negativo con la ausencia de burbujas (41).

3.6.1.4.3 Solubilizacién de potasio

Se realizé el medio Pikovskaya modificado (glucosa 10 g, nitrato de potasio 5g, cloruro
de potasio 0.2 g, sulfato de amonio 0.5 g, sulfato de magnesio 0.1 g, purpura bromocresol 0.125
g, agar 15 g) durante 7 dias, para la determinacion en la solubilizacion de potasio se utilizo la
metodologia por (42).

3.6.1.4.4 Prueba de solubilizacion de fosfatos

La solubilizacién de fosfatos se determind por la composicion del medio agar
Pikovskaya modificado (MPVK) fue (10 g de glucosa, 5 g de fosfato de calcio Ca;(P0O,),, 0.5
g sulfato de amonio (NH,), SO,, 0.2 g de cloruro de sodio NaCl, 0.2 g cloruro de potasio KCL,
0.5 g extracto de levadura, 0,1 g de sulfato de magnesio, 0.002 g de FeSO,. 7H,0.15 g de agar)

suplementado con fosfato de calcio como fuente de fésforo, y parpura de bromocresol como
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indicador de pH se evalud la formacion de un halo amarillo alrededor de las colonias como

resultado de la produccion de &cidos organicos (43).

Las cepas de actinomicetos aisladas anteriormente fueron reactivadas en medio ISP-1
durante 7 dias, que contenian aproximadamente ( 108 UFC/ml~1), posteriormente se afiadieron
50 ul de cada cepa a placas de agar Pikovskaya modificado y se incubd a +27 °C durante 7 dias,
todos los tratamientos se realizaron por triplicado y el experimento se efectlo tres veces. La
zona con halo clarificador que rodea las colonias de actinomicetos indica actividad fosfato
solubilizadora (39).

3.6.1.4.5 Hidrolisis de la Urea

Para evidenciar esta capacidad las colonias de actinomicetos fueron inoculadas en medio
ISP-1 por 7 dias, se recuperd 20 pl y se cultivé en placas de petri utilizando el método de cultivo
de Christensen urea agar [(g/L): peptona 1 g, cloruro de sodio 5 g, dextrosa 1 g, urea 20 g,
fosfato de potasio 2 g, rojo fenol 0,012 g, agar 15 g] y se incubaron a 28 °C durante siete dias
(48). Un cambio de color violeta rojizo indica que la urea ha sido hidrolizada, marcando la
reaccion como positiva. Si la coloracién inicial persiste después de que la bacteria haya sido
inoculada, la prueba es negativa (43).

3.6.1.5 Evaluacion de las actividades de actinomicetos relacionadas con antagonismo

Para el desarrollo del ensayo de antagonismo in vitro las cepas fitopatdgenas Fusarium
sp. y Lasiodiplodia theobromae. fueron proporcionadas por el banco cepas del laboratorio de
microbiologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo. Para las pruebas antagénicas, se
reactivaron los micelios de los hongos fitopatdgenos que estaban conservados en glicerol al

20% a -20°C incubandolos en papa dextrosa agar PDA a 28 °C en oscuridad durante siete dias.
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Para realizar el ensayo de enfrentamiento, los actinomicetos seleccionados fueron
reactivados en medio ISP-2 para la obtencion de cepas jovenes, obtenido los aislamientos de
cada uno de los actinomicetos fueron sembrados con una azada en los cuatro puntos cardinales
a una distancia de 3 cm de distancia del centro de la caja petri, utilizando en medio agar PDA,
luego se colocd un tarugo de (@ 4 mm) de didmetro de cada hongo fitopatdgeno Fusarium sp y
L. theobromae respectivamente. Las cajas fueron incubadas a 28 ° C durante cinco a diez dias
(44).

3.6.1.6 Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial (%)

Esta variable se calculé midiendo el crecimiento fungico radial en los tratamientos en
(cm) siete dias después de la inoculacion con un calibrador vernier, incubados de manera
invertida para evitar contaminacion y transpiracion de las cajas Petri. Para efectos de la
recoleccion de datos, se aplicé la férmula de porcentaje de inhibicién mediante comparacion
con una placa control (hongo sin antagonista), reportandose el promedio por placa como una

repeticion (45).

El porcentaje de inhibicion de crecimiento radial se calculd utilizando la siguiente
férmula:

(crecimiento del testigo — crecimiento del tratamiento) 100
*

% inhibicion =
crecimiento del testigo

Donde:

% inhibicion = Porcentaje de inhibicién del crecimiento del patdgeno.

Crecimiento del testigo = Radio de la colonia del fitopatégeno (testigo)

Crecimiento del tratamiento = Radio de la colonia del fitopatdgeno creciente frente al

actinomiceto.
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3.6.1.7 Obtencion de sobrenadantes

Los aislamientos de los microorganismos seleccionados se reactivaron colocando 30 pl
de suspension de actinomicetos en 20 ml de caldo de extracto de levadura y glucosa (1 g/l de
extracto de levadura, 4 g/l peptona de soya, glucosa 5 g/l, 10 g/l de almidén y 1 g/l de carbonato
de calcio (CaCO3), en un matraz de 50 ml. EI matraz se incub6 durante 48 horas a temperatura
ambiente sobre un agitador magnético (EImi DOS-20L Digital Orbital Shaker) a 150

revoluciones por minuto (33).

Transcurrido el tiempo de incubacion 48 horas, el cultivo de actinomicetos se centrifugo
en tubos falcon de 15 ml a 4000 x g durante 20 minutos para obtener el sobrenadante bacteriano
libre de células, que se obtuvo descartando la parte sélida (pellet) obtenida de la centrifugacion
y transfiriéndolo a tubos eppendorf de 1,5 ml para otro proceso de centrifugado a 10 x g por 3
minutos. Las muestras obtenidas de sobrenadantes se filtraron con nalgane syrige de 0.2 pum, el

cual se conservo a -20 ° C hasta su uso.

Para evaluar la efectividad de la actividad antagonica frente a Fusarium sp. y
Lasiodiplodia theobromae, se pusieron a prueba los sobrenadantes obtenidos a partir de los
actinomicetos. En una cabina de flujo laminar vertical (BIOBASE), se colocaron 10 ml de
medio PDA en el fondo de una caja petri. Una vez gelificado el medio, se colocaron 200 pl del
sobrenadante del cultivo concentrado en pocillos (formadas con un sacacorchos de 1 cm de
diametro y 1 cm de profundidad), y por altimo se colocé un tarugo (& 7 mm) del fitopatégeno
en el centro de la placa. Se observo la actividad antagonica de las cepas de actinomicetos

probadas midiendo la distancia desde el halo de inhibicién.
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3.6.1.8 Deteccidn de actividades promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) in vitro

3.6.1.8.1 Preparacion del material vegetal y desarrollo de los ensayos de inoculacion

Para el desarrollo de los ensayos de inoculacion, se evalu6 la actividad promotora del
crecimiento de los aislados de actinomicetos mediante el procedimiento “Ragdoll”. Cada
aislado de actinomiceto se cultivd en matraces que contenian 50 ml de caldo ISP-2 y luego se
incubaron en un agitador (150 rpm) a temperatura ambiente (x27°C) durante 7 dias para obtener

una concentracion de ( 102 unidades formadoras de colonias UFC/ml™1) (46).

Para la germinacion e inoculacion se sumergieron las semillas de maiz (hibrido Trueno
NB 7443) en hipoclorito de sodio al 0.1% durante 1 minuto, transcurrido el tiempo se
sumergieron en alcohol al 95 % dejando actuar durante 5 minutos; finalmente se hicieron 4

lavados con agua destilada para situar las semillas sobre papel toalla estéril.

Las semillas esterilizadas se sumergieron en las suspensiones de actinomicetos (108
UFC/ml~1) que contenia una cepa individual durante un periodo de 60 min. El experimento de
germinacion de semillas de maiz se realizo por triplicado. Nueve aislamientos de actinomicetos
se utilizaron para el tratamiento de recubrimiento de semillas que contiene treinta semillas de

maiz y se colocaron sobre una toalla de papel hUmeda en cajas petri.

A continuacion, las semillas se cubrieron con papel absorbente humedecido con agua
destilada estéril y se sellaron las cajas petri en bolsas de polietileno. Las semillas tratadas con
agua destilada estéril y medio ISP-2 sin inocular sirvieron como control negativo. Para evaluar
las variables, las cajas de Petri se colocaron en una incubadora a +27°C durante 5 dias. Todas
las actividades previas a la incubacién se realizaron en una camara de flujo laminar en

condiciones asépticas.
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3.6.2 Datos Tomados y Formas de Evaluacion

3.6.2.1 Morfologia de cepa

Se evalué la morfologia en base a la tabla de caracteres microbiol6gicos bacterianos
dejando crecer cada cepa en medio de cultivo durante 7 dias a 27°C.

3.6.2.2 Porcentaje de germinacion de semillas de maiz

Para el calculo del porcentaje de germinacion en semillas de maiz se consideraron
semillas germinadas con una longitud radicular de 2-3 mm y se determinaron a los 3 dias, el
porcentaje de germinacion se calculd dividiendo el nimero de semillas germinadas por el

numero total de semillas evaluadas, de acuerdo con la siguiente formula (47):

o numero de semillas germinadas con el inoculo bacteriano
% inhibicion = ~ _ - - * 100
numero de semillas germinadas con agua (testigo)

3.6.2.3 Longitud radicular (cm)

La longitud de las raices de las semillas emergidas se evalu6 mediante un calibrador
vernier en centimetros. Estos datos se tomaron después de la inoculacion con actinomicetos in

vitro después de 7 dias de incubacidn, desde la punta insercion de la radicula y el cotiledon.

3.6.2.4 Longitud de hipocaétilo (cm)

Usando una regla, se midio la longitud del hipocétilo desde el cuello del tallo hasta el

apice de la plantula durante un periodo de 7 dias y se registré los datos en cm.

33



3.6.2.5 Peso fresco ()

Luego de 7 dias de incubacion, se evalud individualmente el peso de cada plantula con
ayuda de una balanza de precision Pioneer (PX163).

3.6.2.6 Peso seco (g)

Una vez secas las plantulas, se procedieron a pesar en una balanza de precision Pioneer

(PX163) para determinar su peso.

3.7 Tratamiento de los datos

El anélisis estadistico de los resultados obtenidos de las variables de estudio se realizé
mediante un analisis de varianza (DCA) y para determinar diferencia significativa, se aplicé la

prueba de significacion Duncan 5%.

3.8 Recursos Humanos y Materiales

3.8.1 Recursos humanos

La investigacion se realizo6 con la orientacion metodoldgica de Fernando Abasolo PhD.,
docente de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo. EI manejo del ensayo toma de variables

sera realizado por la Srta. Miquinga Tucres Ana Maria, estudiante de la carrera de Agronomia.
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3.8.2

3.8.3

Materiales de Laboratorio

Tubos de Eppendorf (0.6 mly 1.5 ml)

Papel Parafilm

Vasos de precipitacién (50 ml, 250 ml y 500ml)
Cajas Petri

Guantes Quirurgicos talla M

Piseta de 500 ml

Embudos simples de vidrio

Equipos de Laboratorio

Balanza de 0,001 gr
Camara de flujo Laminar
Microscopio
Microondas

Nevera

Vortex

Destilador de agua
Autoclave

Estufa

Centrifuga
Incubadora

Equipo de proteccion
Etiqueta

Marcadores
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1 Resultados

4.1.1 Localizacion geogréafica del muestreo

Con base en la informacion geoespacial de los distintos puntos de muestreo se elaboré
un mapa con la posicion de los sitios en los que fueron tomadas las muestras de suelo; cada uno

esta denotado por un punto amarillo.

Figura 1

Mapa de localizacién de lugares de recoleccién de las muestras de suelo.
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4.1.2 Aislamiento y caracterizacion de actinomicetos rizosféricos

Se aislaron un total 54 cepas de actinomicetos rizosféricos que procedian de tres
cultivos, maiz, cacao y aguacate. El aislamiento se obtuvo luego de varias siembras sucesivas
de las colonias en medio de cultivo ISP-2 en donde se observé un 6ptimo desarrollo de las cepas
de actinomicetos, hasta obtener colonias puras, tomandose en cuenta para la caracterizacion
morfoldgica la presencia de micelio vegetativo y micelio aéreo corto, asi como la pigmentacion;

la textura seca tipicay el olor a tierra himeda, caracteristicas de estas colonias de actinomicetos.

Del total de la poblacion aislada en mayor nimero de aislados se encontro en los suelos
agricolas de la Provincia de los Rios que representa un 55 % dentro de este grupo se encuentran
los correspondientes al canton Buena Fe con suelos productores de cacao de las cuales 22
colonias fueron analizadas, esto es influenciado por la gran cantidad de materia organica en
descomposicion, dentro de la localidad del canton Mocache muestras de suelo procedentes de
cultivo de maiz presentaron 8 aislados. En cambio, en la zona de la Provincia de Cotopaxi del
canton Pangua se realiz6 una recoleccion total del 26 % en la cual se rescatd 14 cepas de
actinomicetos. El registro para el Canton Quito procedentes de huertas de aguacate con un 19%

representando a 10 cepas bacterianas de actinomicetos (Figura 2).

Todos los actinomicetos presentaron variada morfologia de acuerdo con cada cepa son
determinadas por las condiciones de desarrollo de los sitios especificos de aislamiento y
recoleccion de las muestras provenientes de diferentes lugares. En la caracterizacion de cultivo
de las cepas aisladas se obtuvieron 4 grupos con caracteristicas microscépicas y macroscoépicas,
que se muestra por la diversidad de colores del micelio aéreo y vegetativo, es decir, se
observaron diversos pigmentos para las cepas que van desde blanco, amarillo, marrén claro y
marrén oscuro. En cuanto a la textura, presentaron caracteristicas propias de actinomicetos
como textura seca, polvosa y adheridas al agar. Cuatro cepas presentaron secreciones

transparentes posiblemente de geosmina las cuales fueron B11-B22-B3 y A14 (Figura 3).
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Tabla s

Caracteristicas morfologicas de los actinomicetos aislados de la rizosfera

Cddigo Cepa Textura

Pigmentacion de la colonia

Micelio aéreo

Reverso de la colonia

Cddigo Cepa Textura

Pigmentacion de la colonia

Micelio aéreo

Reverso de la colonia

B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18
B19
B20

Seca, esporulada
Seca, polvosa
Seca, polvosa
Seca, polvosa
Cremosa
Cremosa

Seca polvosa
Seca, esporulada
Seca, polvosa
Seca, polvosa
Seca, polvosa
Cremosa

Seca, esporulada
Cremosa

Seca, polvosa
Seca, filamentosa
Seca, polvosa
Cremosa, lisa
Cremosa

Seca, polvosa

Blanco
Blanco
Gris verdoso
Café
Naranja
Beige
Blanco
Grisécea
Blanco
Crema
Marrén
Marrén
Blanco
Crema
Verduzco
Gris
Blanco
Blanco
Blanco

Blanco

Beige
Blanco
Amarillo
Amarillo
Rojizo
Café
Amarillo
Amarillo
Mostaza
Rosado
Blanco
Marrén oscuro
Crema
Blanco
Beige
Negro
Rosado
Blanco
Rosado

Crema

B21
B22
M1
M2
M3-1
M4
M5
M6
M7
M8
Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
Al0

Cremosa

Seca, polvosa
Seca, polvosa
Seca, polvosa
Polvosa, granular
Cremosa

Seca, polvosa
Seca, polvosa
Seca, polvosa
Seca, cerosa
Seca, polvosa
Seca, polvosa
Seca, polvosa
Seca, filamentosa
Cremosa

Seca, polvosa
Seca, cerosa
Seca, esporulada
Seca, polvosa

Cremosa, lisa

Café
Amarillo
Blanco
Crema rosa
Blanco
Blanco
Negro
Marrén
Blanco
Blanco
Café

Gris
Blanco
Café
Blanco
Café verdoso
Café claro
Blanco
Blanco

Blanco

Amarillo
Blanco

Café

Beige

Beige

Café

Marrdn oscuro
Café

Beige

Beige
Amarillo
Amarillo
Marrdn oscuro
Beige
Amarillo

Café

Verde

Blanco

Beige

Amarillo
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Tabla 6

Caracteristicas morfoldgicas de actinomicetos aislados de la rizosfera

Pigmentacidon de la colonia

Codigo Cepa Textura Micelio aéreo Reverso de la colonia
All Cremosa Blanco Beige
Al2 Seca, cerosa Café Mostaza
Al3 Seca, polvosa Gris Verdosa
Al4 Seca, polvosa Amarillo Blanco

SQA1 Seca, polvosa Marrén claro Crema
SQA2 Cremosa Café Café
SQA3 Seca, filamentosa Blanco Mostaza
SQA4 Seca, polvosa Marrén claro Amarillo
SQAS5 Seca, polvosa Blanco Blanco
SQA6 Seca, polvosa Blanco Amarillo claro
SQA7 Seca, polvosa Crema Blanco
SQAS8 Cremosa, lisa Beige Blanco
SQA9 Seca, polvosa Café Café oscuro
SQA1L0 Seca, polvosa Amarillo Mostaza

Figura 2

= Buena Fe

18%

26%

e T
.
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# Mocache

it

15%

+ Pangua

Porcentaje de recuperacion de actinomicetos aislados de la rizosfera

= Quito

Nota: Porcentaje de recuperacion de actinomicetos aislados de cuatro cantones de Ecuador
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4.1.3 Caracterizacion de cepas de actinomicetos

Se seleccionaron 9 cepas de actinomicetos del total que fue purificado y en funcion de
pruebas bioquimicas (Figura 3).

Figura 3

Caracteristicas morfoldgicas de actinomicetos aisladas de la rizdsfera.

Nota: Caracteristicas morfoldgicas de colonias de actinomicetos. (A) cepa B11, (B) cepa B22, (C)
cepa B3, (D) cepa M2, (E) cepa M3-1, (F) cepa M5, (G) cepa Al4, (H) cepa SQAL, (I) cepa SQA7
4.1.4 Caracterizacion Bioguimica

En las pruebas bioquimicas realizadas revelaron que todas las bacterias aisladas y
purificadas resultaron Gram positivas, es decir el color de la tincion es violeta esta caracteristica
quimica es debido a la estructura de la pared celular, debido a que las bacterias poseen varias
capas interconectadas de peptidoglicano y es la responsable de retener el colorante por tanto,
estas mismas cepas que presentaron rasgos relevantes se seleccionaron para inspeccionar la

potencialidad de solubilizar macronutrientes.
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La enzima catalasa, que hidroliza el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso,
es producida por cada una de las nueve cepas aisladas de actinomicetos. Las observaciones de
las pruebas bioguimicas revelaron la capacidad de las cepas de actinomicetos para desdoblar
componentes como la urea, fosforo y potasio, las cepas con mejor capacidad fueron Al4 y
SQA7 que poseen una alta capacidad enzimatica y metabdlica mientras que los demas

aislamientos revelaron bajo potencial en las pruebas realizadas.

Tabla 7

Caracterizacion bioquimica de aislados de actinomicetos

Tincion Solubilizacion
Actinomicetos Gram Catalasa Urea Fosforo Potasio
B11 + + + + +
B22 + + - - +
B3 + + + ++ +
M2 + + - + +
M3-1 + + ++ + +
M5 + + + ++ +
Al4 + + ++ +++ ++
SQA1 + + - + +
SAQ7 + + + +++ +++

+: Produccién normal, ++ produccion moderada, +++ produccion alta

4.1.4.1 Actividad antifingica in vitro de los actinomicetos

4.1.4.1.1 Efecto antagonista de actinomicetos sobre (Fusarium sp.)

La cepa Al4 aislada de muestras obtenidas del cantén Pangua y evaluadas a partir de 7

dias después de la inoculacion presento el mayor porcentaje de inhibicion con promedio
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superior al 80.03 %, seguida de la muestra SQA7 obtenida a partir de muestras del cantén Quito
presento un promedio de inhibicion del 72.10 %, superando a los demas tratamientos
seleccionados como el B11, B22 y B3 obtenidos de los cantones Buena Fe con valores del 67.50
%, 59,63% y 53.37%, respetivamente. Por tltimo, la SQA1, M2, M3-2 y M5 aislados del canton

Quito y Mocache mostraron tener rangos entre 50.83% y 44.63%.

Figura 4
Porcentaje de inhibicién de actinomicetos sobre el desarrollo de Fusarium sp.
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Las barras de error indican £Desviacién Estandar; diferentes letras indican diferencias significativas entre los

promedios a p<0.05 (test de Duncan).

En la Figura 5 se puede apreciar el poder antagonista del fitopatdgeno causada por cinco
cepas de actinomicetos (Al4, SQA7, M5, B11 y B22), que mostraron mayor inhibicion del
crecimiento con respecto al control, donde se observé que el crecimiento del micelio del hongo
disminuyo hacia la colonia del actinomiceto, y a partir de ese momento el patégeno detuvo su

crecimiento, por la actividad antagdnica de los actinomicetos.
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Figura 5

Actividad antagdnica de actinomicetos frente a Fusarium sp.

Nota: Actividad antagdnica de actinomicetos frente a Fusarium sp. (A) cepa 4, (B) cepa SQA7, (C) cepa
M5, (D) cepa B11, (E) cepa B22, (C) control.

4.1.4.1.2 Efecto antagonista de actinomicetos sobre (L. theobromae)

Las nueve cepas empleadas en el estudio generaron reduccion sobre el crecimiento de
L. theobromae. las cepas Al4 y SQA7 obtenidas de muestras del canton Pangua y Quito
alcanzaron el mayor porcentaje de antagonista con promedios superiores al 72.93 % y 72.10%
destacando de los demas actinomicetos empleados, B11- B22 y B3 que alcanzaron promedios
de 67.50%, 59.63% Yy 53.37% respectivamente. En relacion con el control que presento
crecimiento acelerado de 7.2 cm.
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Figura 6
Actividad antagdnica de actinomicetos frente a L. theobromae.
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Las barras de error indican +Desviacion Estandar; diferentes letras indican diferencias significativas entre

los promedios a p<0.05 (test de Duncan)

Todos los aislados de actinomicetos presentaron la capacidad antifingica frente al

hongo de la pudricion negra.

Figura 7
Inhibicion del crecimiento de L. theobromae frente a actinomicetos.

Nota: Efecto antagonico de actinomicetos (A) cepa Al4, (B) cepa SQA7,
(C) control.
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4.1.4.1.3 Efecto de sobrenadantes de actinomicetos sobre (Fusarium sp.)

Se confirmd la disminucion del crecimiento micelial de Fusarium sp, con la aplicacion
de los sobrenadantes de actinomicetos evaluadas, destacandose la cepa Al4 procedente del
canton Pangua proporciond una actividad antagonista superior con el 87.50%, mientras que en
la cepa SQA7 de la zona de Quito se observé un porcentaje del 75.43%, seguida de las cepas
M3-1, B11 y B22 procedentes del canton Mocache, Buena Fe alcanzaron valores de 65.87%,
65%, 43% y 62.20% respectivamente superando al control que no present6 disminucion alguna

en su crecimiento.

Figura 8

Efecto de sobrenadantes de actinomicetos sobre el desarrollo de Fusarium sp.
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Las barras de error indican +Desviacidn Estandar; diferentes letras indican diferencias significativas entre los

promedios a p<0.05 (test de Duncan).

46



La produccion de metabolitos bioactivos exhibid la mayor actividad inhibitoria en medio
solido contra el crecimiento radial de la colonia de Fusarium sp. confrontado ante cada
actinomiceto y del control fue medido después de los siete dias de incubacién y se determind la
capacidad antagdnica en las confrontadas con los actinomicetos (Figura 9).

Figura 9

Capacidad antagoénica de sobrenadantes de actinomicetos contra a Fusarium sp.

Nota: Sobrenadantes de actinomicetos frente a Fusarium sp. (A) cepa Al4, (B)
cepa SQA7, (C) cepa M3-1, (D) cepa B11, (E) cepa B22, (F) control.

4.1.4.1.4 Efecto de sobrenadantes de actinomicetos sobre (L. theobromae)

Los sobrenadantes obtenidos a partir de actinomicetos para la determinacion del
porcentaje de inhibicién frente a L. theobromace muestran que se generd diferencias
significativas entre los tratamientos presentando la cepa Al4 perteneciente al cantén Pangua
presenta el mayor porcentaje de inhibiciébn con 85.43 %; seguido de la cepa SQA7
pertenecientes a la zona del Canton Quito alcanzo un promedio de 80.42%, mientras que las

cepas B11, M5 y B3 del canton Buena Fe y Mocache se observd un porcentaje de 74.20%,
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67.10% y 56.70% respectivamente, superando al control que no mostro reduccion del

crecimiento miceliar.

Figura 10

Efecto de sobrenadantes de actinomicetos frente a L. theobromae.
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Las barras de error indican +Desviacion Estandar; diferentes letras indican diferencias significativas entre

los promedios a p<0.05 (test de Duncan).

Figura 11

Capacidad antagénica de sobrenadantes de actinomicetos contra L. theobromae.
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Nota: Sobrenadantes de actinomicetos frente a L. theobromae. (A) cepa Al4, (B)

cepa SQAY7, (C) cepa B11, (D) cepa M5, (E) cepa B3, (F) control.



4.1.5 Porcentaje de germinacion en semillas de maiz

Los resultados obtenidos en el ensayo para la determinacion del porcentaje de
germinacion de las semillas de maiz a los 3 dias de inoculacion muestran que la aplicacién de
actinomicetos genero diferencias significativas entre los tratamientos siendo la cepa Al4
perteneciente al cantén Pangua con mayor porcentaje de germinacion obteniendo el 96 %; de
manera similar la cepa SQA7-B11-B22 pertenecientes a las zonas del Canton Quito y Buena Fe
respectivamente alcanzaron porcentajes de 90%, mientras que el control genero la menor taza

de germinacién con un porcentaje de 80 % de semillas germinadas.

Figura 12

Porcentaje de germinacion de semillas de maiz con actinomicetos.
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Las barras de error indican +Desviacion Estandar; diferentes letras indican diferencias significativas entre
los promedios a p<0.05 (test de Duncan).
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4.1.6 Longitud radicular de plantulas de maiz

La aplicacién de los aislados de actinomicetos en semillas de maiz, logro efectos
bioestimulantes en la estructura del sistema radicular, después de 7 dias de incubacion, la cepa
Al4 obtenida del canton Pangua mostro los mayores promedios en longitud radicular con
valores de 21.33 cm, superando a los demaés tratamientos B11, B22, B3, M3-1y SQA7 aisladas
del canton Buena Fe, Mocache y Quito presentaron emisiones radiculares con valores
promedios de 17.59,19.04,19.27,18.54 y 18.34 centimetros respectivamente, mientras que el
tratamiento sin inoculante de actinomiceto presento un efecto negativo con menor longitud de

la raiz con valores de 10.97 cm.

Figura 13
Longitud radicular de plantulas de maiz inoculadas con actinomicetos.
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los promedios a p<0.05 (test de Duncan).
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El efecto de los actinomicetos sobre el crecimiento del maiz se observé que todos los
aislamientos exhibieron un aumento en la longitud de la raiz, en comparacion con el control. De

los nueve aislamientos probados la cepa A14 mejoro significativamente la longitud radicular.

Figura 14

Efecto de actinomicetos en la longitud de raices en plantulas de maiz.

Nota: Efecto de actinomicetos en longitud radicular de maiz (A) cepa Al4, (B) cepa
B3, (C) control.

4.1.7 Longitud hipocoétilo de plantulas de maiz

Se identifico que la inoculacion con la cepa B3 aislada de la zona de Buena Fe presento
una respuesta positiva promoviendo notablemente la longitud del hipocétilo con un promedio
de 13.24 cm a diferencia de la cepa M3 obtenida del cantén Mocache con 12.25 cm. De igual
manera la cepa Al4, B2 y SQAL procedentes del cantdn Pangua, Buena Fe y Quito presentaron
promedios que oscilan entre 11.31 cm y 10.87 cm, mientras se observo un proceso lento e igual
al control de las semillas que no fueron tratadas con actinomicetos M5y M2 aisladas del cantén

Mocache obtuvieron un bajo promedio de 9.6 cmy 9.3 cm.
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Figura 15

Longitud radicular de plantulas de maiz inoculadas con actinomicetos.
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Las barras de error indican +Desviacion Estandar; diferentes letras indican diferencias significativas entre

los promedios a p<0.05 (test de Duncan).

4.1.8 Peso fresco

La inoculacion con la cepa de actinomiceto Al4 obtenida del cantén Pangua induce el
aumento del peso fresco de las plantulas presentando diferencias estadisticas, obteniendo el
promedio mas alto ante las demas cepas, con valores promedio de 14.90 g, seguido con las cepas
M3, aislada del canton Mocache con valores de 12.27 g; SQA7 y B1 procedentes de los cantones
Quito y Buena Fe se obtuvo un promedio de 11.87 g 11.17 g, mientras que sin la aplicacién de

actinomicetos se obtuvo un promedio bajo de 8.17 g.
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Figura 16
Peso fresco de plantulas de maiz inoculadas con actinomicetos seleccionados.
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Las barras de error indican +Desviacion Estandar; diferentes letras indican diferencias significativas entre

los promedios a p<0.05 (test de Duncan).

4.1.9 Peso seco

Se determin6 mayor peso seco de las plantulas en los tratamientos con inoculacion de
actinomicetos correspondientes a la cepa Al4 provenientes del canton Pangua genero
diferencias significativas estadisticamente presentando valores de 1.85 g; SQA7 y SQA1
aislados del cantén Quito alcanzaron cifras de 1.67 g y 1.56 g respectivamente mientras que el

control con valores 1.24 g.
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Figura 17

Peso seco de plantulas de maiz inoculadas con actinomicetos seleccionados.

2,00 a b
c
=2
o
2 1,00
(@}
3
o 0,50
0,00

Tratamientos

mBll mB22 mB3 "M2 mM3-1 M5 mAl4 mSQALl mSQA7 mCONTROL
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los promedios a p<0.05 (test de Duncan).
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4.2 Discusion

Los actinomicetos se han considerado como uno de los grupos prominentes de
microorganismos del suelo y estan influenciados por aspectos fisicos y quimicos, incluidos el
tipo de suelo, las condiciones climaticas, la ubicacion geogréafica y el pH del suelo Arifuzzaman
et al (48). Una fuente potencial para recolectar actinomicetos es la rizosfera, la secrecion de
exudados de raices en este habitat proporciona un alto contenido nutricional necesario para el
crecimiento microbiano Spaepen et al. (49). En este estudio, se aislaron cincuenta y cuatro
actinomicetos de la rizosfera de maiz, cacao y aguacate recolectadas en las zonas de Mocache,
Buena Fe, Pangua y Quito, Ecuador. Los aislamientos de actinomicetos recolectados exhibieron
variaciones en su colonia y morfologia celular. Esta investigacion revela similitudes en cuanto
al numero y las caracteristicas morfoldgicas encontradas por Gallegos (50), quien aislo y
caracterizé 50 cepas de actinomicetos de cultivos de papa recolectados en 4 regiones diferentes
del Perd. Otro estudio realizado por Oswald et al. (51), reportdé 82 cepas de actinomicetos

asociadas con papas de los Andes Centrales del Perd.

En la presente investigacion, el aislamiento se baso en el examen macroscopico las cepas
aisladas presentaron caracteristicas morfoldgicas tipicas de los actinomicetos observandose
colonias secas y polvosas con olor a suelo humedo. Sin embargo, para confirmar que se trataban
de actinomicetos, se evaluaron sus caracteristicas microscépicas la tincion de Gram permitio la
confirmacion de bacterias filamentosas Gram-positivas. Observaciones similares fueron
anotadas por Araujo (52) donde observd Streptomyces como colonias secas, lisas 0 polvosas
con micelio aéreo de diferentes colores. Jassim (38) reportd aislamientos de actinomicetos
utilizando caracterizacién fenotipica (macroscopica, bioquimica y fisioldgica), y en 80% de

similitud, se agrup6 junto con el género Streptomyces sp.
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Estudios realizados por Anwar et al. (53) reportaron que los actinomicetos tienen el
potencial de promover el crecimiento de las plantas, y tienen la capacidad para mejorar la
disponibilidad de nutrientes. De acuerdo con lo anterior se evalué la capacidad promotora del
crecimiento vegetal utilizando una variedad de pruebas bioquimicas para determinar
actinomicetos rizosféricos con estas caracteristicas, como Hamdali et al. (54) hicieron en sus
investigaciones. De acuerdo con lo anterior el ensayo de las pruebas bioquimicas se pusieron a
prueba nueve aislados de actinomicetos seleccionados para evaluar su efecto de solubilizar
nitrégeno, fosforo y potasio in vitro. Entre las nueve cepas seleccionadas, recalca las cepas Al4,
SQAT7 recuperadas de muestras de suelo de la rizdsfera procedente del canton Pangua y Quito,
M3-1 nativa de la zona de Mocache y B3 originaria de Buena Fe. Muchos microorganismos son
capaces de disolver el fosfato inorganico para ponerlo a disposicion de las plantas para aumentar
el rendimiento de los cultivos (54) y (55). Acorde con los datos obtenidos de Franco (56) obtuvo
resultados similares, donde una gran cantidad de actinomicetos solubilizadores de fosfato
rindieron en comparacioén con Azotobacter. Ademas, Gallegos (50) encontrd once cepas de
actinomicetos de rizosferas aislados mostraron halos de solubilizacion de fosfato que oscilaban
entre 0,13 y 0,35 cm. Otros estudios también reportaron que actinomicetos de los géneros
Streptomyces, Micrococcus, Micromonospora y Thermobifida puede promover el crecimiento

de las plantas al solubilizar el fosfato, potasio y fijar nitrégeno (57).

La mayoria de los actinomicetos promotores de crecimiento vegetal sintetizan acido
indol acético, que es responsable del aumento del nimero de raices adventicias que ayudan a
las plantas a absorber un gran volumen de nutrientes y absorber agua, mientras que el aumento
de los exudados de las raices beneficia a la bacteria (58). Las actividades que promueven el
crecimiento de las plantas, como la produccion de sideréforos y auxinas o la disolucién de
fosfato, ayudan a las plantas a crecer, con eénfasis el género Streptomyces tiene efectos positivos
sobre el crecimiento de raices, brotes y la germinacion de semillas (57). En el presente estudio
se evalud el desarrollo morfoldgico de semillas de maiz que fueron inoculadas con los aislados
de actinomicetos B11, B22, B3, M2, M3-1, M5, Al4, SQA1 y SQAT7 recolectadas de la
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rizosfera, se destacaron en obtener un efecto estimulante en el porcentaje de tasa germinativa,

longitud radicular, longitud del hipocotilo, peso fresco y peso seco de las plantulas de maiz.

De acuerdo con Shreevidya et al. (46), confirman que los actinomicetos de la rizosfera
fueron capaces de estimular el crecimiento de las plantas y aumentar la biomasa vegetal. En esta
investigacion la aplicacion de la cepa Al4 ofrece un cambio sustancial en el proceso
germinativo de las semillas, el desarrollo vegetativo y arquitectura del sistema radicular. Esto
concuerda con lo planteado por Anwar et al (53), evaluaron la aplicacion de actinomicetos con
cepas de Streptomyces en semillas de trigo se observo los efectos de la inoculacion mejoraron
significativamente el crecimiento de la planta al aumentar la longitud de la raiz de la planta, la
longitud de los brotes de la planta, el peso seco, el peso fresco, el nimero de hojas y el nimero
de raices sobre el control no inoculado. Este genero de Streptomyces exhibié un excelente

potencial para promover el crecimiento de las plantas, incluso en sorgo y arroz (59).

Los actinomicetos de la rizésfera estan familiarizados con la actividad de controladores
bioldgicos, estos microorganismos son capaces de producir quitinasa, el cual es responsable de
inhibir el crecimiento de hongos patdgenos contra plantas (60). En esta investigacion la
actividad antagénica de los actinomicetos se detectaron efectos de reduccion de crecimiento
micelial de los fitopatégenos Fusarium sp, y Lasidiplodia theobromae destacandose la cepa de
actinomiceto Al4 originaria de la zona de Pangua aislada de la rizésfera de plantas de cacao
demostro obtener el mayor porcentaje inhibitorio de crecimiento micelial lo que se atribuye a
la produccion de metabolitos secundarios antimicrobianos y antiflngicos, los cuales, al entrar
en contacto con el hongo, impiden su desarrollo radial normal. Del mismo modo Rehan et al.
(33), indica que se ha demostrado el antagonismo de Streptomyces. S. tricolor cepa HM10 y S.
thinghirensis cepa HM3 ejercieron un efecto significativo contra cuatro fitopatogenos, incluidos
Alternaria brassiceae y Phytophthora capsici. Ademas, Streptomyces albireticuli mostraron
una fuerte inhibicion del crecimiento de Fusarium solani porcentajes de inhibicion del 97% y

55% con un didmetro de crecimiento micelial visualizados con rangos que van entre 38 mmy
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2.5 mm (61). Se han propuesto varios mecanismos de fendmenos antagonicos contra hongos,
incluyendo antibiosis y parasitismo. En algunos casos, las quitinasas como enzimas hidroliticas
y otras enzimas como glucanasas o0 proteasas juegan un papel importante en el biocontrol de

enfermedades por Fusarium y pueden actuar contra la pared celular fingica (62) y (63).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1

Conclusiones

Se aislaron un total de 54 cepas de actinomicetos de tres provincias con diferentes pisos
altitudinales a partir de la rizosfera de cultivos de plantas de cacao, aguacate y maiz de
las cuales se seleccionaron nueve cepas que presentaron rasgos de importancia en la

identificacion de produccion de catalasa, fosforo y potasio.

La cepa Al4 inhibid el desarrollo micelial de los hongos fitopatdgenos Fusarium sp. y

Lasiodiplodia theobromae con promedios superiores del 87% y 85 % respectivamente.

La incubacién de semillas de maiz con aislados de actinomicetos con énfasis la cepa
Al4 ejercio un efecto estimulante, en el crecimiento de las plantulas en las variables del
porcentaje de germinacion del 96 %, longitud radicular con 21.33 cm, longitud del
hipocotilo de 13.24 cm, peso fresco de 14.9 g y peso seco 1.85 g en relacion con el

control.
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5.2 Recomendaciones

v' Emplear los aislados de actinomicetos Al4 y SQA7, que presentaron mayor efecto

PGPR en esta investigacion, para aplicarlos en otras especies de interés agricola.

v/ Combinar las cepas de actinomicetos para favorecer el sinergismo entre ellas.

v Identificar el efecto antagonico de las cepas de actinomicetos que presentaron alto
porcentaje de inhibicion para Fusarium sp. y Lasiodiplodia theobromae en otras

especies de fitopatdgenos de interés agricola.
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CAPITULO VII

ANEXOS



7.1 ANEexXos

Anexo A. Aislamiento de actinomicetos de muestras de suelo de rizésfera.

a. Toma de muestra de suelo b. Muestras de suelo. c. Secado en estufa a 50° C por
de la rizosfera maiz. 1 hora.

f. Diluciones seriadas. e. Solucién PBS en estufa
durante 30 minutos a 30 °C. d. Peso de 1 g de muestra seca.

Anexo B. Caracterizacion morfologica de aislados de actinomicetos

\

R/

Diluciones seriadas Observacion macroscépica y microscopica

de actinomicetos.
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Anexo C. Caracterizacion microscépica tincion de Gram en cepas de actinomicetos

a. Cepa Al4 lente 100x b. Cepa SQAT lente 100x c. Cepa B11 Lente 100x

Anexo D. Desarrollo de pruebas bioquimicas en actinomicetos

Catalasa Ureasa

Reaccion positiva Reaccion negativa Reaccion positiva Reaccion negativa

Fosfatasa Potasio

, |

Reaccion positiva Reaccion negativa Reaccion negativa Reaccion positiva
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Anexo E. Ensayo de pruebas antagonista de actinomicetos

Activacién del hongo Siembra de actinomicetos Incubacion de placas
fitopatdgeno

Anexo F. Deteccion de actividades (PGPr) de actinomicetos in vitro.

2 s i
NN

c. Inoculacion de actinomicetos en

d. Semillas de maiz germinadas. . p
semillas de maiz.
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Anexo G. Analisis de varianza de efecto antagonista de actinomicetos sobre Fusarium sp.

Analisis de la wvarianza

Variable N E* ER= &3 CW
% Inhibicidn 30 0,5% 0,99 3,48

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. EC gl CM F p—valor

Modelo 12%61,13 9 1440,13 439,96 <0,0001
CEPAS 128£1,13 9 1440,13 439,96 <0,0001
Error 65,47 20 3,27

Total 13026,59 29

Anexo H. Andlisis de varianza de efecto antagonista de actinomicetos sobre L. theobromae.

Analisis de la varianza

Variable 1) R* ER* Aj Cwv
ANTAGONISMC I theobromas 30 1,00 0,55 3,285

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5 gl CM F p-valor
Modelo 11%04,01 S 1322,€7 464,37 <0,0001
Tratamientos 11904,01 9 1322,67 464,37 <0,0001
Error 56,97 20 2,85
Total 11%960,97 29

Anexo I. Anélisis de varianza de sobrenadantes sobre Fusarium sp.

inalisis de la varianza

Variable 1) R: R® B3 CW
sobrenadantes fusarium 30 1,00 1,00 1,65

nadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p—-valor
fodelo 141%1,37 & 1576,82 1730,87 «0,0001
[ratamientos 141%1,37 S 1576,82 1730,87 «<0,0001
irror 18,22 20 0,91
f[otal 14209,59 25




Anexo J. Analisis de varianza de actinomicetos sobrenadantes sobre L. theobromae.

Analisis de la varianza

Variable N R= R* Rj CW
sobrenadantes lasidiplodia.. 30 1,00 1,00 2,25

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p—valor

Modelo 15013, 2 9 1668,13 5%63,13 <0,0001
Tratamientos 15013,21 S 168,13 %63,13 <0,0001
Error 34,64 20 1,73

Total 15047,85 29

Anexo K. Analisis de varianza de porcentaje de germinacion de semillas de maiz.

Analisis de la varianza

Variable 2] Rt R=® RAj CW
Germinacion 30 0,%6 0,985 1,33

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. sC gl CH F p-valor

Modelo 715,97 9 79,55 58,17 «0,0001
Tratamientos 715,97 9 75,55 58,17 «<0,0001
Error 27,35 20 1,37

Total 743,33 29

Anexo L. Analisis de varianza de longitud de radicular de plantulas de maiz.

Analisis de la varianza

Variable 1) E: R® Bj CW
longitud radicular 30 0,%1 0,87 7,08

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CHM F p-valor

Modelo 297,71 9 33,08 23,04 <0,0001
Tratamientos 297,71 9 33,08 23,04 <0,0001
Error 28,72 20 1,44

Total 326,43 29




Anexo M. Analisis de varianza longitud hipocétilo de plantulas de maiz.

Analisis de la varianza

Variable H R R* BAj CW
Longitud hipocotilo 30 0,90 0,85 4,56

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 42,16 9 4,68 15,35 <0,0001
Tratamientos 42,16 9 4,63 19,35 <0,0001
Error 4,84 20 0,24
Total 47,00 29

Anexo N. Andlisis de varianza peso fresco

Analisis de la varianza

Variable 12 R R® By CW
peso fresco 30 0,%0 0,85 7,01

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CHM F p-valor
Modelo 107,35 9 11,93 19,11 <0,0001
Tratamientos 107,35 9 11,53 19,11 <0,0001
Error 12,48 20 0,62
Total 119,83 29

Anexo O. Anaélisis de varianza peso seco

Analisis de la varianza

Variable N R R® Aj CW
PESCO SECO 30 0,91 0,87 3,84

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo IIT)

F.V. - gl cM F p-valor
Modelo 0,69 8 0,08 22,70 <0,0001
CEPLS 0,69 8 0,08 22,70 <0,0001
Error 0,07 20 3,4E-03
Total 0,76 29




