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RESUMEN

El uso de alternativas mas ecologicas y eficientes a los fertilizantes sintéticos es cada vez
mas requerido, las actinobacterias presentan la capacidad de funcionar como bioestimulantes
para el crecimiento y desarrollo de las plantas de pimiento bajo condiciones de vivero. Bajo
este principio la investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la inoculacion de
actinobacterias en plantas de pimiento (Capsicum annuum). La investigacion se llevé a cabo
en las instalaciones del Campus Experimental “La Maria” bajo condiciones controladas. Se
utilizé un disefio completamente al azar. Se recolectaron muestras de suelo de diferentes
partes del Ecuador, del Guayas, Los Rios y Esmeraldas, donde se obtuvieron un total de 20
cepas de actinobacterias y se caracterizaron 9 cepas morfolégica y bioquimicamente. Se
activaron y prepararon fermentos de las cepas en medio liquido ISP2 (International
Streptomyces Project) las cuales se utilizaron para la inoculacion de semillas y plantas de
pimiento. Ademas se obtuvieron morfotipos variados entre cada cepa de las distintas zonas
de donde fueron aisladas, las cuales presentaron caracteristicas en colores, texturas y
estructuras filamentosas tipicas de las actinobacterias. En esta investigacion se utilizaron 4
cepas (BA, EM, GC2, GC4) que demostraron tener mayor potencial como PGPR en
pimiento. Se evaluaron caracteristicas agronémicas de las semillas y las plantas. Todas las
cepas promovieron un mayor desarrollo de las plantas respecto al control, la cepa EM
promovié una mayor altura de planta (10.29 cm) y longitud radicular (20.24 cm), asi como
la cepa GC2 produjo un mayor nimero de raices secundarias en 1 cm (16). Como conclusion
las actinobacterias influyen positivamente en el desarrollo agrondmico de las plantas de

pimiento.

Palabras clave: Bioestimulante, microorganismo, tincion de Gram.
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ABSTRACT

The use of more ecological and efficient alternatives to synthetic fertilizers is increasingly
required, actinobacteria have the ability to function as biostimulants for the growth and
development of bell pepper plants under nursery conditions. Under this principle, the
objective of this research was to evaluate the effect of actinobacteria inoculation on bell
pepper (Capsicum annuum) plants. The research was carried out in the facilities of the
Experimental Campus “La Maria" under controlled conditions. A completely randomized
design was used. Soil samples were collected from different parts of Ecuador, from Guayas,
Los Rios and Esmeraldas, where a total of 20 strains of actinobacteria were obtained and 9
strains were characterized morphologically and biochemically. Ferments of the strains were
activated and prepared in ISP2 (International Streptomyces Project) liquid medium, which
were used for the inoculation of bell pepper seeds and plants. In addition, different
morphotypes were obtained between each strain from the different areas from which they
were isolated, which presented characteristics in colors, textures and filamentous structures
typical of actinobacteria. Four strains (BA, EM, GC2, GC4) were used in this research,
which showed the greatest potential as PGPR in bell pepper. Agronomic characteristics of
seeds and plants were evaluated. All strains promoted greater plant development with respect
to the control, the EM strain promoted greater plant height (10,29 cm) and root length (20,24
cm), and the GC2 strain produced a greater number of secondary roots in 1 cm (16). In
conclusion, actinobacteria have a positive influence on the agronomic development of bell

pepper plants.

Keywords: Biostimulant, microorganism, Gram stain.
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Introduccion

El pimiento (Capsicum annuum) es un cultivo producido a nivel mundial por su alta
demanda alimenticia y elevado consumo en la poblacién, esto debido a sus caracteristicas
nutricionales que agregan beneficios a la salud humana como un alimento funcional gracias
a la concentracion de antioxidantes y elevado contenido de acido ascérbico, caroteno,
fenoles, flavonoides y xantofilas, los cuales se obtienen con el fruto verde o maduro (Ispizua,
et al., 2020).

Actualmente la agricultura convencional es una de las formas de obtener los mayores
rendimientos en el sector agrario, para ello hacen uso de grandes cantidades de fertilizantes
quimicos (Angulo, etal., 2021), esto tiene un impacto negativo en los ecosistemas generando
efectos como eutrofizacion, toxicidad de las aguas, contaminacion de aguas subterraneas,
contaminacion del aire, degradacion del suelo y de los ecosistemas, desequilibrios bioldgicos

y reduccion de la biodiversidad (Gonzélez, 2019) (Palacios, et al., 2018).

El uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) son una opcion para
preservar el equilibrio de los agroecosistemas y al mismo tiempo lograr lo sostenibilidad de
la produccién agricola. (Liu, et al., 2017) (Palacios, et al., 2018), tienen multiples beneficios
en el desarrollo de las plantas mediante algunos mecanismos directos como la fijacién de
nitrogeno, solubilizacion de minerales, concentracién de fitohormonas; y mecanismos
indirectos como son la produccion de metabolitos, actividad litica, resistencia sistémica,

competencia y desplazamiento de microorganismos patdgenos (Posada, et al., 2021).

Se han identificado hasta 22 mecanismos de accién PGPR y dentro de los méas abundantes
se encuentra el &cido indolacético (AlA), solubilizacion de fésforo, produccion de
siderdforos y antagonismo (Posada, et al., 2021) son los responsables del desarrollo de las
plantas y la accién biocontroladora, que tiene que ver con la produccion de fitohormonas,

inhibicidn de fitopatdgenos, y solubilizacién de nutrientes (Khushboo y Kaur, 2020).

Algunos estudios han demostrado las aplicaciones de las actinobacterias como agentes
reguladores del crecimiento vegetal en plantas, (Khushboo y Kaur, 2020) probaron con cepas
de Streptomyces diastaticus y demostraron que aumentd el porcentaje de germinacion de

semillas de pimiento, asi como mayor longitud en raiz y brotes, y méas peso fresco y seco de



la biomasa; (Arawan y Boonkerd, 2013) evidencio la accién de actinobacterias del género
Streptomyces y Nocardia que en promedio, la altura de los brotes y el peso fresco de las

plantulas de mandarina fueron promovida por su inoculacion (Arawan y Boonkerd, 2013).

Estos antecedentes demuestran el potencial de las actinobacterias como una via sostenible
para el desplazamiento total o parcial de fertilizantes quimicos y aumento de produccion de
los cultivos. La presente investigacion pretende evaluar los efectos de la inoculacion de
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (actinobacterias) en plantas de pimiento
(Capsicum annuum) bajo condiciones controladas para mejorar sus caracteristicas

agronémicas.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de Investigacion
1.1.1. Planteamiento del problema

La calidad del cultivo de pimiento (Capsicum annuum) depende en gran medida de los
nutrientes que tenga disponible en las etapas claves de su desarrollo y de su actividad en
el sistema de defensa ante agentes patogénicos. Esto ocasiona que los productores por la
necesidad de obtener mejores y mayores resultados administren agroquimicos en dosis
inadecuadas a las necesidades del cultivo, lo que termina generando una mayor

contaminacion al ambiente y a largo plazo degradando los suelos.

Ademas, el uso indiscriminado de fertilizantes sintéticos y plaguicidas ha ocasionado la
degradacidn de los ecosistemas, creando contaminacién a nivel del suelo, agua y aire esto
debido a sus caracteristicas moleculares, que en ocasiones dejan residuos que no pueden
ser degradados y permanecen en el ambiente por un tiempo prolongado, lo cual pone en

riesgo la salud y bienestar de los seres vivos.

Diagnostico

Muchos agricultores al no contar con alternativas de manejos ecoldgicos para la
fertilizacion de los cultivos optan por utilizar fertilizantes sintéticos que generan
contaminacion al medio ambiente como la contaminacion de acuiferos y la degradacion

de suelos.

Pronéstico

Las plantas al no tener disponibilidad de los minerales necesarios dardn como resultado
frutos de baja calidad o incluso enfermos, que no cumplen con los estandares de calidad

de los mercados, ademas de no poder cubrir la demanda de alimentos.

1.1.2. Formulacion del problema

¢Cuales son los efectos que tiene la inoculacion de las actinobacterias sobre desarrollo

morfoldgico en las plantas de pimiento (Capsicum annuum)?



1.1.3. Sistematizacion del problema

¢Qué tipos de morfologias presentan las cepas de actinobacterias aisladas del suelo?

¢Qué porcentaje de germinacion obtienen las semillas de pimiento luego de ser tratadas

con las actinobacterias?

¢Cual es la respuesta morfolégica que presentan las semillas y plantas tratadas con las

actinobacterias?



1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la inoculacion de actinobacterias en plantas de pimiento (Capsicum

annuum).

1.2.2. Obijetivos especificos

e Aislar y caracterizar morfologicamente cepas de actinobacterias rizosféricas.

e Determinar la tasa de germinacion de las semillas de pimiento inoculadas con la

actinobacterias.

e Analizar las variaciones en caracteristicas agronomicas de las semillas y plantas

tratadas con las cepas de actinobacterias.



1.3. Justificacion

El cultivo de pimiento (C. annuum) presenta una creciente demanda alimenticia y este
incremento hace que los agricultores muestren interés por opciones que den mayores
rendimientos al final de los ciclos productivos sin crear una dependencia a los fertilizantes
y plaguicidas de origen quimico. El uso de actinobacterias como respuesta frente a las
necesidades nutricionales de las plantas representa una alternativa ecologica ya que
cumplen funciones como reducir el estrés de las plantas, activar sistemas de defensa y

aumentar la produccion de los cultivos incluso en suelos contaminados o degradados.

Debido a esto las actinobacterias funcionan como estimulantes para el crecimiento y
desarrollo de las plantas los cuales pueden aumentar la asimilacion y solubilizacién de
nutrientes, si bien su extensién dentro de los campos ecuatorianos no es muy amplia, sus

beneficios deben ser difundidos y apuntar hacia una agricultura mas sustentable.

Mediante esta investigacidn se podra recopilar informacion que fundamenta la aplicacion
de esta herramienta biotecnolégica, promoviendo el uso de esta y otorgando una opcién
viable a los agricultores para mejorar sus cultivos de forma mas sostenible econémica y

ecologicamente de estos agroecosistemas.



CAPITULO I
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual
2.1.1. Actinobacterias

Las actinobacterias pertenecen a un grupo muy diverso de microorganismos Gram positivos,
aerobios estrictos, son capaces de descomponer la materia organica del suelo, la mayoria de
sus especies son de crecimiento unicelular y tienen estructuras filamentosas las cuales las
cuales son caracteristicas que permiten su identificacion, asi como la apariencia de la colonia
que tiene que ver con su coloracion, aspecto, forma, consistencia, produccion de pigmentos
entre otras. Su importancia destaca por su capacidad de producir moléculas bioactivas con

aplicaciones en la agricultura y otros &mbitos (Evangelista, et al., 2017).

2.1.2. Bioestimulantes

Se considera bioestimulante a todos los compuestos de origen biol6gico que promueven un
mejor desarrollo en las plantas gracias a sus efectos constituyentes y no solamente por
consecuencias especiales como reguladores de crecimiento o control bioldgico de patdégenos
(Yakhinetal., 2017). Es considerado como sustancia 0 microorganismos que al ser aplicadas
directamente en las plantas, semillas o raices promueven el crecimiento y aumentan la
absorcion de nutrientes y la tolerancia a estrés por factores bidticos y abioticos mejorando

asi la calidad en la produccion de los cultivos (Farm Bill, 2018).

2.1.3. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)

El suelo es el nicho ecoldgico de muchos microorganismos que interactGan entre si y con
otras especies como las plantas, las PGPR son un conjunto de bacterias que promueven el
desarrollo y resistencias de las especies vegetales, entre esos mecanismos encontramos
proteccion de las plantas frente al estrés abiotico, la fijacion de nitrogeno, solubilizacion de
fosfatos, produccion de fitohormonas esenciales como las auxinas, citoquininas vy
giberelinas, y funcionan como biocontroladoras mediante la produccion de sideroforos,

antibioticos o activacion del sistema de resistencia inducida (Goswami, et al., 2016).



2.2. Marco referencial
2.2.1. Cultivo del pimiento

El pimiento (Capsicum annuum L), también conocido como pimiento dulce, es un cultivo
horticola muy extendido, originario de América Central y del Sur. Aunque hay varias formas
de pimientos dulces, la mayoria tienen forma de campana, por lo que el término "pimiento

morréon" es mas comun (Ciju, 2021).

Se encuentran desde el sur de los Estados Unidos (sur de Arizona) hasta Colombia o el norte
del Perd. Se considera a México como su centro de domesticacion, alli se han encontrado
semillas en restos arqueoldgicos de 6500 a 5000 afios AC y es donde hoy dia se encuentra

la mayor diversidad de especies (Fornaris, 2015).

Es una planta que crece de forma erecta y puede alcanzar de 2 a 5 pies de altura, su desarrollo
foliar suele ser lento en comparacion con otras plantas, una caracteristica propia de la planta
es que su actividad fotosintética se mantiene en las etapas tardias de fructificacion, su sistema
radicular es vigoroso por naturaleza sin embargo cuando las plantas son trasplantadas se ve
reducido (Fornaris, 2015).

2.2.2. Taxonomia del pimiento

De acuerdo con Zhigila et al., (2014) el pimiento tiene la siguiente clasificacién taxonémica:

Tabla 1

Clasificacion taxonoémica del pimiento

Clasificacion taxonémica

Dominio Eucariota
Reino Plantae
Filo Espermatofita
Clase Dicotiledéneas
Orden Solanales
Familia Solanéaceas
Género Capsicum
Especie annuum

Fuente: (Zhigila et al., 2014)
Elaborado: Autor

10



2.2.3. Caracteristicas botanicas del pimiento

2.2.3.1. Raiz.

Cuenta con una raiz pivotante y profundo, con numerosas raices adventicias que
horizontalmente pueden alcanzar una longitud comprendida entre 50 cm y 1 m (Oliveira, et
al., 2018).

2.2.3.2. Tallo.

Segun (Gomez, et al., 2017) el tallo cuenta con una ramificacién dicotémica, erecta y con
altura que varia segun la especie entre 0,30 a 1,2 m. A partir de cierta altura emite dos o mas
ramificaciones hasta culminar su ciclo los tallos secundarios de bifurcan luego de brotar

varias hojas.

2.2.3.3. Hojas.

Las hojas son oblongas en forma ovala o de huevo, tienen un largo de 4 a 13 cm y un ancho
de 1,5a4 cm, el margen de la hoja es liso (Bhagat, et al., 2020). Las hojas pueden presentarse
en disposicion alterna y opuesta existe cierta correlacion entre el tamafio de la hoja adulta y
peso medio de la fruta (Muchica, 2018).

2.2.3.4. Flores.

Las flores son blancas de aproximadamente 1 cm de ancho, tiene un céliz dentado, cuentan
con cinco pétalos, tienen anteras moradas, amarillentas o azules, son hermafroditas el polen
se encuentra en la punta de los machos. Por lo general, son solitarios, pero ocasionalmente

se encuentran en pequefios grupos (Pinales, 2015).

2.2.3.5. Fruto.

Cuenta con la forma de una baya con 2 o 4 l6culos que forman cavidades inferiores que en
algunos casos tiene divisiones, haciéndolo de caracteristicas muy variables, con pesos que

fluctian desde unos pocos gramos hasta medio kilo, du forma puede variar entre redonda,
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acorazonada, aguzada, cilindrica y cuadrada, en primera instancia cuenta con una coloracion

verde que cambia a rojo o amarillo segun su etapa de maduracion (Vaca, 2021).

2.2.3.6. Semilla.

Son del tipo reniformes aplastadas y de pequefio tamafio entre 3 y 5 mm de longitud, con
colores blancos o beige, para su germinacion se necesitan solo oxigeno, agua y la
temperatura adecuada, esta puede variar de entre 20 a 30 °C y tienen una viabilidad de hasta

4 aios dependiendo de las condiciones de almacenamiento (Villegas, et al., 2014).

2.2.4. Requerimientos edafoclimaticos del cultivo de pimiento

Las plantas de pimiento morrén requieren un clima célido o templado. La temperatura
minima para germinacion y crecimiento es de 15°C mientras que para floracion y
fructificacion es de 18°C (Pedro y Nelson, 2021). Sin embargo, para su desarrollo éptimo
durante todas las fases del cultivo los valores oscilan entre 19 °C y 21 °C, inferiores a 15 °C
y mayores a 35 °C durante tiempos prolongados pueden afectar su crecimiento (Lorenzoni,
etal., 2019).

La humedad Optima para el pimiento es de 50 a 70%, esta condicién influye en la
polinizacién y valores cercanos a 100% y debajo de 50% reducirian la calidad del polen por

la mucha o poca absorcién de agua (Lorenzoni, et al., 2019).

Durante las primeras fases de crecimiento y floracidn la planta requiere de entre 7 a 8 horas
luz al dia, comUnmente se adapta bien a alturas de hasta 1800 msnm, los requerimientos de
agua dependeran netamente del clima y el tipo de suelo en el que se encuentre (Lorenzoni,
etal., 2019).

La planta requiere de suelos profundos, bien drenados, franco-arenosos, con un pH neutro

de 6,5 a 7, ricos en nutrientes minerales, y con un contenido de materia organica del 3-4%,

son susceptibles a suelos con altos niveles de salinidad (Lorenzoni, et al., 2019).
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2.2.5. Sustrato

El sustrato es el material en el cual se asentara el crecimiento de la planta, este tiene ciertas
ventajas como son contener el agua lo cual dependera de su forma, particulas y porosidad,
llevar un mejor control de microorganismos en el suelo, y mejorar aspectos de fertilizacion.
Es importante que los sustratos se mantengan libres de agentes infecciosos que pueden
contener fitopatogenos que afecten el desarrollo de las plantas, también evitar el uso de
sustratos contaminados con sustancias toxicas, o con efecto alelopatico contra la

germinacién de las semillas de pimiento (Mauricio, 2014).

La preparacion de los sustratos debe considerar la capacidad de retencion de humedad y que
sean estériles para no causar efectos contrarios en el desarrollo de las plantas. Actualmente
en el mercado existe una gran variedad de sustratos, para condiciones de viveros resaltan
algunos como: lana de roca, fibra de coco, perlita y mezclas derivadas de estos (Mauricio,
2014).

Uno de los sustratos mas utilizados a nivel de vivero es lana de roca, y esta formado a base
de roca basaltica fundida y deshilada. Es tan popular debido a su poca reactividad con otros
componentes y su gran capacidad para retener la humedad, por lo general es méas usado en
las primeras etapas del cultivo, como es la germinacion y para camas antes del trasplante.
(Mauricio, 2014).

Otro sustrato bastante utilizado es la fibra de coco, el mismo que es organico y al igual que
la lana de roca puede contener grandes cantidades de agua y su drenaje es muy eficiente.
Ademas, tiene un intercambio cationico de medio a alto y varia dependiendo del origen del
producto ya que al ser natural esto suele ser distinto (Mauricio, 2014).

El tamafio de las particulas de la fibra puede variar de tamafio y esto puede ser utilizado para

lograr un sustrato mas vegetativo o generativo creando mezclas con otras particulas que se

requieran en funcion del tipo de riego y estadio de las plantas (Mauricio, 2014).
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2.2.6. Actinobacterias

2.2.6.1. Caracteristicas generales.

Las actinobacterias estdn ampliamente distribuidos en hébitats de ecosistemas naturales
como el suelo, el suelo de la rizosfera, las plantas con micorrizas de actina, el suelo
hipersalino, la piedra caliza, el agua dulce, el mar, las esponjas, las cuevas volcanicas: puntos
calientes, el desierto, el aire, los intestinos de los insectos, los excrementos de lombrices de

tierra, las heces de las cabras y los hongos enddéfitos (Manal y Sayeda, 2021).

Pertenecen al grupo de bacterias Gram positivas con alto contenido de guanina y citosina en
su ADN, y forman parte de una fraccion significativa con una densidad poblacional de
alrededor de 1 x 108 unidades formadoras de colonias (Yanez et al., 2020).

Entre los microorganismos mas importantes del suelo estan las actinobacterias (Castro et al.,
2019). Son importante en el reciclaje de la materia organica, son de suma importancia en las
industrias farmacéutica y alimentaria, en la biorremediacion y recientemente en la
agricultura, debido a que son fuente importante de sustancias con actividad bioldgica de gran

utilidad para el hombre (Quifiones, 2016).

En particular, las actinobacterias mejoran el crecimiento de las plantas a través de
mecanismos, como la sintesis de fitohormonas suministro de nutrientes a las plantas a través
de la solubilizacion de esenciales elementos, como el fosfato, produccion de sider6foros y
fijacion de nitrogeno atmosférico (Djebaili et al., 2020). Ademas, muchas actinobacterias
pueden controlar los fitopatdgenos a través de antifungicos, insecticidas y actividades
antibacterianas y produccién de enzimas hidroliticas y cianuro de hidrégeno (Duche, et al.,
2021).

2.2.6.2. Condiciones de crecimiento de las actinobacterias.

La mayoria de las especies son heterotrofas, aerobios, mesofilas, se desarrollan en
temperaturas de 25°C y 30°C no toleran la acidez, raz6n por la cual necesitan de un pH
neutro para su 6ptimo crecimiento, aunque crecen en un rango de pH entre 5.0y 9.0 (Gao y
Huang, 2009).
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En suelos con un pH menor a 5 son poco comunes observar al igual que en suelos con una
alta humedad entre el 85-100% de capacidad de campo, a diferencia con suelos que presentan
condiciones semiaridas, con una humedad baja, como los suelos franco-arenosos, son ideales
para el desarrollo de estos microorganismos debido a la aireacion y poca capacidad para

retener agua (Gonzales, 2010).

2.2.6.3. Ciclo de vida de las actinobacterias.

El ciclo de vida de una actinobacteria se compone por dos fases de desarrollo o crecimiento
(parecido a los hongos) manteniendo la misma tendencia de una bacteria: Fase 1. Trofofase,
donde realiza una adaptacion metabdlica y la sintesis de compuestos esenciales para su
crecimiento, es decir los metabolitos primarios, la fase 2. ldiofase, donde comienzan la

sintesis de los metabolitos secundarios y culmina su desarrollo (Soriano y Soriano , 2010).

El crecimiento de una actinobacteria en un medio solido o liquido se visualiza como una
masa de crecimiento comunmente llamada colonia. Es una masa de filamentos ramificados
los cuales dan origen a unas células denominadas esporas o conidios a partir del micelio

vegetativo (Chen- Fan y Yong-Quan, 2020).

2.2.6.4. Aplicacion de actinobacterias como biofertilizante.

Los biofertilizantes son aquellas sustancias creadas a base de células vivas de
microorganismos con la capacidad para inhibir el crecimiento de otros microorganismos
fitopatdgenos otorgando proteccién a la planta, sintetizar compuestos que regulan el
crecimiento de las plantas, fijando nitrodgeno, solubilizando hierro o fosforo y protegiendo a

la planta del estrés por salinidad, sequia y fitotoxicidad (Armenta, et al., 2010).

Las actinobacterias son reconocidas como bacterias que desempefian una variedad de
funciones en los ecosistemas, entre las cuales se encuentra la mejora de la calidad estructural
del suelo y la sintesis de sustancias antagonistas para la inhibicion de patdgenos, como los

antibioticos, siendo esta bacteria el productor principal de estos (Lopez, et al, 2021).

Entre todos los géneros de actinobacterias, el que mayormente destaca es el género

Streptomyces dado que ha sido reportado como potente colonizador de la rizosfera, mediante
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un control bioldgico contra microorganismos patdégenos (hongos, bacterias, parasitos, etc.),
generando moléculas extracelulares (sideréforos) y reguladores de crecimiento (AlA) y
promoviendo la nodulacién (Marcela, 2010). Todos estos aportan con el mejoramiento del

suelo y favorecen de manera indirecta y directa el desarrollo vegetal (Castro et al., 2019).

Las actinobacterias poseen caracteristicas similares a las PGPR y como tales se consideran
una potencial alternativa como biofertilizantes sin representar un riesgo para otros
microorganismos de la rizosfera, contribuyendo asi al mantenimiento del equilibrio
rizosférico. Esto representa uno de los principales pilares de las investigaciones en el campo
de la microbiologia del suelo y la interaccion planta microorganismo (Pacheco, 2016).

2.3. Revision historica del tema en estudio

En 1877 el botanico y micélogo Karl Otto Harz acufio por primera vez el termino de
actinomicetos cuando aislé de un bovino una bacteria llamada Actinomyces bovis los cuales
padecian actinomicosis, por lo que Karl pensaba que se trataba de un hongo debido a sus
caracteristicas morfoldgicas, luego en 1940 Selman Waskman descubri6 de cepas de
actinobacterias la actinomicina un potente antibidtico para otras bacterias resistentes de la

época (Arenas y Torres, 2020).

De la misma manera, en otras investigaciones realizadas (Junfeng, et al., 2008) que buscaba
estudiar la capacidad de 7 cepas de actinobacterias para la colonizacién de raices y los
efectos inductores de las cepas sobre las actividades de las enzimas fenilalanina amonio liasa
(PAL) y polifenol oxidasas PPO en las hojas de pimiento encargadas de la sintesis de
compuestos antimicrobianos de las plantas y oxidacion de los frutos respectivamente.

Como resultado de este estudio se obtuvo que, en los tratamientos con las cepas inoculadas
individualmente, cinco cepas dieron como resultado un aumento de la actividad de PAL en
las hojas de pimiento, todas las cepas de prueba pudieron aumentar la actividad de la PPO y

cinco cepas pudieron aumentar sincronicamente las actividades de las dos enzimas.

Segun Reyes et al., (2017) en su investigacion que tuvo como objetivo evaluar la promocion
del crecimiento vegetal y la bioproteccion contra la marchitez creada por P. capsici en

plantas de pimiento mediante el efecto de coinoculacion de hongos formadores de micorrizas
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arbusculares (HMA) y actinobacterias, demostré que la sinergia de estos dos tipos de
microorganismos en el pimiento incrementaron el crecimiento vegetal y la biomasa fresca y

seca de las plantas asi como tambien la severidad de la enfermedad se vio reducida.

En otra investigacion (Suryanto et al., 2017) se analiz6 la capacidad de PGPB de
aislamientos locales para solubilizar fosfato, producir &cido indolacético (IAA) y evaluar el
aislamiento para controlar enfermedades fangicas y mejorar la productividad del chile y se
obtuvo que para la produccién de AIA, una fitohormona que promueve el crecimiento

vegetal.

La cepa de actinobacteria Sp 10R produjo una cantidad relativamente mas alta que el resto
de los tratamientos. De la misma forma la cepa Sp 10R demostr6 una mayor proteccion
contra patogenos en las plantas de la misma forma también se aprecio una mayor altura de

la planta, mayor peso fresco y seco del fruto.

Otras investigaciones realizadas en tomate mostraron que la inoculacion con catorce
diferentes cepas de actinobacterias seleccionados mejor6é el crecimiento de la planta,
mejorando sus caracteristicas morfofisiologicas. También se observaron buenos resultados

en cuanto a la produccion de AlA, y la solubilizacién de fosfato (Djebaili et al., 2020)
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CAPITULO 111
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacién

La ejecucion del proyecto se efectud en los Laboratorios de Microbiologia y Biotecnologia
y vivero del Campus Universitario “La Maria”, propiedad de la Universidad Técnica Estatal
de Quevedo localizada en el Km 7 1/2 de la via Quevedo — EI Empalme con coordenadas:
79° 30’ 8”, longitud Oeste y 01° 04’ 51” de latitud Sur, altitud 67 msnm.

3.2. Tipo de investigacion

La investigacion realizada fue del tipo experimental, con la realizacion de ensayos en
condiciones controladas donde se inocularon cepas de actinobacterias en semillas y plantas
de pimiento (Capsicum annuum) para probar el efecto que tienen en la germinacién vy el

desarrollo fisioldgico de las plantas.

3.3. Método de investigacion

Dentro de esta investigacion se uso el método de observacion para todos los procesos que se
realizaron, el inductivo para tratar desde los aspectos generales hasta los especificos lo cual
permitid revisar aspectos del crecimiento de las plantas de pimiento y crecimiento de las
actinobacterias, también se usé el método deductivo para identificar los efectos de las PGPR,
actinobacterias, en las plantas de pimiento, y finalmente el método analitico mediante el cual

se interpretaron los resultados obtenidos en la evaluacion de las variables establecidas.

3.4. Fuente de recopilacion de informacion

Se utilizaron fuentes de informacion primaria que surgieron a partir de la observacion y
recoleccion de datos de la propia investigacion y secundarias como son: manuales,
documentos, revistas cientificas entre otros que permitieron recopilar datos actualizados y

referentes a la investigacion.
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3.5. Disefio de la investigacion
3.5.1. Tratamientos

Para la realizacion de la investigacion se utilizaron los tratamientos detallados en la tabla 2.

Tabla 2

Descripcion de los tratamientos con actinobacterias rizosféricas

Tratamientos Descripcion
Tl Cepa de actinobacteria 1
T2 Cepa de actinobacteria 2
T3 Cepa de actinobacteria 3
T4 Cepa de actinobacteria 4
T5 Control (Agua)

Elaboraciéon. Autor

3.5.2. Disefio experimental

En la presente investigacion se utilizé el Disefio Completamente Aleatorizado (DCA) con
un total de 4 tratamientos y un grupo control con 3 réplicas con un total de 30 unidades
experimentales, esto fue tanto para el experimento in vitro de germinacion con las semillas

en cajas Petri como para el experimento con las plantas in vivo (Tabla 3).

Tabla 3

Esquema de analisis estadistico

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos (t-1) (5-1) 4
Error experimental t(r-1) 5(3-1) 10
Total (tr-1) (15-1) 14

Elaborado: Autor
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3.6. Instrumentos de investigacion
3.6.1. Manejo del experimento

3.6.1.1. Toma de muestras de suelo rizosférico.

Para la investigacion se realizaron toma de muestras de suelo de diferentes partes del
Ecuador entre los meses de enero y abril del afio 2023 de la regién costa: Provincia del
Guayas, cantén EI Empalme, Parroquia Velasco Ibarra, Provincia de los Rios, canton Buena
Fe, sector La Alegria del Condor, Provincia de Esmeraldas, canton de Quinindé, sector Las

Golondrinas (Figura 1).

Figural

Mapa del Ecuador con los puntos estratégicos de muestreo de suelo

Se recolectaron, aleatoriamente, las muestras a 20 cm de profundidad de diferentes rizosferas
como el cacao, aguacate y guaba. Se obtuvieron 200 g de tierra conformado alrededor de las
raices de los cultivos, la misma que fue guardada en fundas de polietileno estériles y
refrigeradas por 24 h hasta su procesamiento en el laboratorio de microbiologia de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo. La identificacion de las cepas se logro mediante
codigos de acuerdo con la localidad donde fueron encontradas (tabla 4).

21



Tabla 4

Lugar de procedencia de las actinobacterias y codigo

Provincia Canton Coordenadas Cultivo Cadigo
Guayas El Empalme X 649227,295823 Cacao GC
Y 9877971,204933
Los Rios Buena Fe X 658581,838738 Aguacate BA
Y 9861265,221258
Esmeraldas Quinindé X 698919,210309 Cacao EM
Y 9961265,2211258

Elaborado: Autor

3.6.1.2. Aislamiento de actinobacterias.

Para la obtencion de las cepas se hizo un muestred de suelo en cada una de las zonas
seleccionadas y cada muestra luego fue transportada y procesada en el laboratorio de
microbiologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, Campus Universitario “La

Maria”.

Para el procesamiento de las muestras de suelo estas fueron esparcidas sobre una superficie
plana y en un espacio cerrado durante 24 h, luego se pes6 1g de suelo seco y se mezcl6 en
9ml de agua destilada estéril, esta mezcla fue agitada por 15 min a 150 rpm. Luego se
prepararon tubos eppendorf, previamente esterilizados con 900 uL de agua destilada estéril
y 10 pL de la solucion con las muestras de suelo, para realizar diluciones desde la 10! hasta
la 10°.

Para la siembra de las diluciones se preparé medio especifico para actinobacterias agar
extracto de malta y levadura International Streptomyces Project (ISP2) con los siguientes
reactivos: bacto-malt extract 10.0 g /L, bacto-yeast extract 4.0 g/L, bacto-dextrose 4.0 g/L,
agua destilada 1L, agar-agar 20.0 g/L con un pH ajustado a 7.0 y fue esterilizado en autoclave

y sembrado en placas Petri de plastico estériles.

En la cabina de flujo se vaciaron de 10 a 15 ml del medio de cultivo ISP2 en cada placa Petri

y se colocé luz ultravioleta durante 10 min, luego de solidificarse el medio se sembraron
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20pL de la dilucion de cada muestra y fueron distribuidas por todo el medio con un asa
Drigalski mediante el método de dispersion, se dejaron incubando a 28 °C durante 15 dias y

monitoreadas cada dos dias (Anexo A).

Se obtuvieron un total de 20 cepas de diferentes cultivos como el aguacate, cacao, y guaba,
en diferentes provincias del Ecuador, el Guayas, Los Rios y Esmeraldas. Las colonias de
actinobacterias presentaron diferencias entre cada una por lo que se obtuvo una variedad de
morfologia dependiendo del sitio de donde fueron recolectadas (Tabla 5), con un porcentaje
mayoritario en la provincia del Guayas con un 60%, seguido de Esmeraldas y los Rios con
el 20% cada provincia (figura 2).

Figura 2
Porcentaje de recuperacion de actinobacterias en diferentes zonas del Ecuador

20%
Guayas
Los Rios
20% Esmeraldas

60%

3.6.1.3. Caracterizacion morfologica de las colonias.

De las placas Petri que se mantuvieron en incubacion durante 15 dias, se observaron y
seleccionaron unicamente las colonias con caracteristicas similares a las actinobacterias
como son la textura polvosa, formacién de estructuras filamentosas como hifas,
pigmentacion en el medio de cultivo con colores grises hasta cafés, y la presencia de

geosminas (Anexo B).
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Para la purificacion de cada una de las colonias se utilizo el medio International
Streptomyces Project (ISP2) suplementado con nistatina (50 puL/ml), cloranfenicol (50 pg/
ml) y fosfomicina (50 pg/ml), para prevenir la aparicion de hongos y bacterias no deseadas
en el medio de cultivo. Las placas con las cepas purificadas fueron incubadas a 28 °C durante
7 dias.

3.6.1.4. Caracterizacion bioquimica tincion de Gram.

Se seleccionaron los cultivos de actinobacterias con colonias jovenes no mas de 7 dias y con
un asa bacterioldgica se realiz6 un frotis sobre un portaobjetos y se fijo la muestra con fuego
mediante un mechero de bunsen. Posteriormente se agregaron los reactivos para la tincion
de Gram, las que presentan color rojo son Gram negativas y las que presentan color violeta

son Gram positivas.

En primer lugar, se tifio la muestra con cristal violeta durante 1 min, luego se enjuagd con
agua destilada estéril (ADE), después se coloc6 Lugol durante 1 min y se retird el exceso
con ADE luego se afiadi6 alcohol para decolorar las bacterias durante 30 segundos y se
enjuagaron, posteriormente se utilizo la safranina por 30 segundos para pigmentar las Gram
negativas, y finalmente se dejé secar la muestra y se procedio a observar en el microscopio,

para determinar que cepas eran positivas (Anexo C).

3.6.1.5. Prueba de catalasa.

Se utilizaron cepas puras y con células jovenes de 7 dias, con la ayuda de un asa y
portaobjetos se colocd y fijo la muestra para luego colocar una gota de peréxido de hidrogeno
H20-al 30% (v/v). El resultado se muestra como positivo cuando se observan burbujas sobre

las colonias y si no se presentan es negativo (Anexo D).

3.6.1.6. Reactivacion de actinobacterias.

En condiciones asépticas y en una camara de flujo laminar se prepararon las cajas Petri, se
afiadié el medio de cultivo International Streptomyces Project (ISP2). Con la finalidad de

preparar el pre-inoculo, posteriormente cuando el medio se solidifico se afiadio las cepas de
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las actinobacterias. Estas fueron llevadas a la incubadora y monitoreadas por 5 dias a una
temperatura de 30 + 2°C.

3.6.1.7. Preservacion de actinobacterias.

Las actinobacterias fueron conservadas por triplicados en tubos Eppendorf con la utilizacion
del medio de cultivo ISP2 con la incorporacion de glicerina en relacion 8:2, 800 pl de medio

liquido (sin agar) y 200 ul de glicerina.

3.6.1.8. Obtencién de fermentos.

Se utilizaron colonias puras de actinobacterias en placas Petri y estas fueron sembradas en
caldo de levadura y glucosa: bacto-malt extract 10.0 g /L, bacto-yeast extract 4.0 g/L, bacto-
dextrose 4.0 g/L, agua destilada 1L y se colocaron en matraces con 75ml los cuales se dejaron

en una agitadora a temperatura ambiente durante 15 dias a 150 rpm.

Posteriormente para obtener el sobrenadante de la fermentacion se centrifugaron a 3000 rpm
durante 20 min tres veces para separar la fase solida de la liquida descartando la sé6lida, luego
se realizd choque térmico del sobrenadante dejando el centrifugado a -20 °C durante 15 min
y luego colocado en bafio maria a 60 °C durante 15 min y repitiendo el proceso 3 veces hasta

dejar el sobrenadante libre de células (Anexo E).

3.6.1.9. Desinfeccidn de semillas de pimiento (C. annuum).

Las semillas de pimiento fueron embebidas en 70% de etanol por 30 segundos, luego fueron
enjuagadas con agua destilada. Posteriormente las semillas fueron sumergidas en hipoclorito
de sodio al 3% por 30 segundos, finalmente se enjuagaron 6 veces con agua destilada estéril.

3.6.1.10. Inoculacion de semillas de pimiento (C. annuum).

Para la inoculacion se colocaron en placas Petri 10 semillas desinfectadas previamente y
fueron embebidas con la suspension microbiana durante 20 minutos, luego se incubaran a
25 °C por un dia, después fueron trasladadas a un cuarto oscuro para evaluar el porcentaje

de germinacion y longitud de radicula in vitro (Anexo F).
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3.6.1.11. Siembra.

Las semillas tratadas con la solucién de actinobacterias y pregerminadas fueron sembradas
en fundas plasticas. Se coloc6 una semilla por funda a una profundidad de 0.5 cm, se preparé
el sustrato con turba, tierra fértil y perlita estéril en una proporcion de 1:1:1/2,
respectivamente, y finalmente se establecieron en un invernadero bajo condiciones

controladas (Anexo G).

3.6.1.12. Re-inoculacién.

Las plantas de pimiento fueron re-inoculadas con cepas de actinobacterias a los 15 dias
(1.5ml/planta) y 30 dias (3ml/planta) después de la siembra con la finalidad de aumentar la
carga microbiana en el suelo, esta inoculacion se realizo a nivel edéafico en todas las plantas

de todos los tratamientos incluyendo el control (Agua).
3.6.2. Variables evaluadas

3.6.2.1. Morfologia de las cepas de actinobacterias.

Para visualizar la morfologia que presentan las actinobacterias estas se dejaron incubando
durante 7 dias en medio de cultivo especifico ISP2 con agar y fueron determinados en base

a la tabla de caracteres bacterioldgicos.

3.6.2.2. Caracterizacion bioquimica.

Para evaluar esta variable se hicieron pruebas de tincion de Gram para seleccionar las cepas
que presentaban coloracion violeta en sus estructuras como respuesta de las células Gram
positivas. Asi mismo se seleccionaron colonias de actinobacterias jovenes y las que
presentaron reaccion de burbujas en la prueba fueron seleccionadas como positivas para la

prueba de catalasa.
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3.6.2.3. Porcentaje de germinacion (%).

El porcentaje de germinacion fue evaluado a los 10 dias en lo cual se evalud el porcentaje
de germinacidn de las semillas de pimiento desde el primer dia hasta el dia 10 después de la
siembra en las placas, para la evaluacion se tomaron las 3 repeticiones por tratamiento y se
determind el porcentaje de germinacion promedio (Rivas, 2022).

Se utiliz6 la siguiente formula para determinar el porcentaje:
G% N 100
= — %
° " Ns

Donde G es el porcentaje de semillas germinadas, N las semillas germinadas que fueron
tratadas y Ns el total de semillas utilizadas por 100.

3.6.2.4. Indice de velocidad de emergencia (IVE).

Se evaluaron las plantas diariamente durante 14 dias y el indice fue calculado segin la
férmula propuesta por Marguire, (1962) la cual expresa lo siguiente:

n ]
IVE = z XL
— LuNi

=1

En donde IVE es el indice de velocidad de emergencia, Xi = NUmero de plantas emergidas

por dia, Ni= NUmero de dias después de la siembra y n es el nimero de conteos.

3.6.2.5. Altura de la planta (cm).

La altura de las plantas fue tomada a los 45 dias después de la siembra. Se tomaron datos de
todas las plantas de cada repeticion y cada uno de los tratamientos. Para medir la altura se

utilizé un flexdmetro y estas fueron medidas desde la base del tallo hasta el punto mas alto

del apice de cada planta (Anexo H).
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3.6.2.6. Numero de hojas.

El nimero de hojas se conto a los 45 dias después de la siembra y se tomaron en cuenta los
cotiledones y las hojas verdaderas totales que tenia cada una de las plantas en los 5

tratamientos y cada una de las repeticiones.

3.6.2.7. Diametro del hipocétilo (mm).

Para medir el diametro se utilizé un calibrador Vernier y se tomo los datos de todas las
plantas de cada repeticion desde la base del tallo de cada una (Anexo H).

3.6.2.8. Longitud de la radicula.

Se retird de manera delicada todo el sustrato en el que estaban las plantulas de pimiento y se
dejaron expuestas las raices de toda la tierra, se utiliz6 un flexémetro y cada raiz se midié

desde la base del cuello de la radicula hasta la extension mas larga de la misma (Anexo H).

3.6.2.9. NUmero de raices secundarias.

Todas las raices de las plantas fueron retiradas y limpiadas del sustrato luego desde la base
de la raiz principal se midié 1cm y se contaron las raices secundarias que se seccionaban
desde ahi.

3.6.2.10. Peso del hipocétilo (g).

Se llevé a cabo luego de haber evaluado todas las variables a los 45 dias después de la
siembra, la evaluacion se la realizo6 en todas las unidades experimentales de cada repeticion.
Se utilizd hojas y tallos de las plantas, las raices fueron removidas con un corte recto

transversal con un bisturi, y finalmente para obtener el peso se usé una balanza analitica.

3.6.2.11. Peso radicular.

Para obtener el peso radicular en gramos tomamos las raices que le fueron retiradas de las

plantas con total cuidado, primero se realizd un enjuague sumergiendo las raices en una
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fuente con agua para retirar restos de tierra de manera cuidadosa evitando que se dafie la

raiz, y luego estas fueron pesadas en una balanza analitica.

3.7. Tratamiento de los datos

Los resultados de las variables fueron sometidos al anélisis de varianza ADEVA para
identificar las diferencias significativas entre los tratamientos y sometidos a la prueba de
Tukey con un nivel de confianza del 95%. Previamente los datos se sometieron a pruebas de
normalidad y homogeneidad de varianza con el software InfoStat.

3.8. Recursos humanos y materiales
3.8.1. Recursos humanos

Estudiante responsable de la investigacion, docente guia y director del proyecto.

3.8.2. Material vegetal

Se utilizaron semillas de pimiento (Capsicum annuum) hibrido Quetzal (seminis) obtenidas
de la casa comercial AGRIPAC®

3.8.3. Material genético

Diferentes cepas de actinobacterias aisladas y caracterizadas de distintas zonas de la
provincia de Los Rios, Guayas y Esmeraldas las cuales fueron aisladas y caracterizadas
desde la rizosfera de suelos con cultivos como cacao, aguacate y guaba. Se utilizaron las
cepas BA, EM, GC2 y GCA4.

3.8.4. Material de laboratorio

Para los diferentes experimentos se utilizaron los siguientes materiales: Cajas Petri, papel
toalla, juego de micropipetas, frascos de vidrio, tubos de Eppendorf, botellas esterilizables,
guantes quirurgicos, medio ISP2, agua destilada.
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3.8.5. Equipo de laboratorio

Balanza analitica, autoclave, cabina de flujo, destilador de agua, centrifuga, calentador,

microscopio, estereoscopio, espectrofotometro y bafio maria.

3.8.6. Material de vivero

Dentro del vivero para establecer los tratamientos se utilizaron los siguientes materiales:

Vasos plésticos de 32 oz, regaderas, sustrato, balanza, calibrador y flexémetro.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Morfologia de las cepas de actinobacterias

Las colonias de actinobacterias presentaron diferencias entre cada una por lo que se obtuvo

una variedad de morfologia dependiendo del sitio de donde fueron recolectadas (tabla 5).

Tabla 5
Caracteristicas morfologicas de las cepas de actinobacterias
o Vista Textura
Cddigo Color

macroscépica

BA Amarilla y blanco Polvosa y presenta geosminas
EM Cafe Rugosa

EM2 Verde oscuro Polvosa y presenta geosminas
EM3 Gris Seca, granular

GC1 Blanca Algodonosa, con geosminas
GC2 Roja Seca, filamentosa

GC3 crema Seca, rugosa
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GC4 Gris Algodonosa, con geosminas

GG Blanca Seca, cremosa, bordes irregulares

Nota: Descripcion de las caracteristicas morfolégicas de las cepas de actinobacterias (BA, EM, EM2, EM3,
GC, GC1, GC2, GC3, GC4, GG).
Elaborado: Autor

4.1.2. Caracterizacion bioguimica

Mediante las pruebas realizadas se verifico que todas las cepas dieron como positivo en la
tincién de Gram es decir todas presentaron pigmentacion violeta, esto debido a su pared
celular y la distribucion de los peptidoglucanos que se encuentran en ella las positivas al
tener una mayor densidad de estas moléculas permite que el color se concentre y la célula
guede pigmentada del color violeta caracteristico. Todas las cepas presentaron la capacidad
de hidrolizar el peréxido de hidrogeno y dieron como positivo ante la actividad de la enzima

catalasa.

4.1.3. Porcentaje de germinacion

En el experimento sobre el porcentaje de germinacion en las semillas inoculadas por las
cepas de actinobacterias, tuvo un coeficiente de variacion de 5.45 y se demostré que no

obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos (figura 3).
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Figura 3

Porcentaje de germinacion de semillas de pimiento
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4.1.4. Indice de velocidad de emergencia

Las semillas que fueron inoculadas con las cepas de actinobacterias presentaron diferencias
significativas entre en el indice de velocidad de emergencia respecto al control. La cepa EM
obtuvo el mayor valor (6.65) seqguido de la cepa BA (5.14), GC4(4.76), y GC2 (4.52),
mientras que el control de las semillas inoculadas con agua obtuvo el menor valor de 3.01
(figura 4).

Figura 4

indice de velocidad de emergencia en plantas de pimiento inoculadas con actinobacterias
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Nota: Las barras de error indican + Desviacion Estandar. Diferentes letras en las barras indican diferencias

significativas entre cada tratamiento P <0.05 Tukey.
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4.1.5. Altura de planta

Se registr6 un mayor crecimiento en las plantas tratadas con las cepas de actinobacterias
EM, BA, GC2 Y GC4 que obtuvieron un promedio de 9.88 en comparacion con el grupo de
control que obtuvo un valor de 6.69, el cual solo recibi6 agua y cuyo crecimiento no logro

igualar ni superar el de las plantas inoculadas (figura 5).

Figura 5

Altura de las plantas de pimiento inoculadas con actinobacterias
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Nota: Las barras de error indican * Desviacién Estandar. Medias con una letra en comin no son

significativamente diferentes. Tukey (p > 0,05).

4.1.6. Namero de hojas

En cuanto al nimero de hojas emitidas por las plantas no hubo diferencias significativas en
ninguno de los tratamientos, durante el tiempo que dur6 la evaluacion de las plantas, el uso
de actinobacterias como bioestimulantes no promovié una mayor emision de hojas en este
caso. Sin embargo, el tratamiento GC4 obtuvo la mayor media con un valor de 7 hojas

mientras que el control la menor media de 5 hojas por planta (figura 6).
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Figura 6
Ndmero de hojas en plantulas de pimiento inoculadas con actinobacterias
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Nota: Las barras de error indican £Desviacion Estandar. Tukey (p > 0,05).

4.1.7. Diametro del hipocotilo

Se identifico que la aplicacion de actinobacterias en plantulas de pimiento lograron efectos
bioestimulantes sobre el diametro del hipocotilo, donde se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos, con un promedio de 1.93 mm para las plantas

inoculadas, mientras que el tratamiento control obtuvo una media de 1.18 mm (Figura 7).

Figura7
Diametro del hipocotilo en plantas de pimiento inoculadas con actinobacterias
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Nota: Las barras de error indican * Desviacion Estandar. Medias con una letra en comin no son

significativamente diferentes. Tukey (p > 0,05).
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4.1.8. Longitud de la radicula en semillas de pimiento

Las cepas de actinobacterias presentaron efectos bioestimulantes en el crecimiento radicular,
y se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. El crecimiento de la raiz de
las semillas de pimiento fue promovido por el efecto de la inoculacidn de las actinobacterias,

generando un coeficiente de variacion de 11.74%, (figura 8).

Figura 8
Longitud de radicula en semillas de pimiento in vitro
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Nota: Las barras de error indican + Desviacion Estandar. Diferentes letras en las barras indican diferencias

significativas entre cada tratamiento P <0.05 Tukey.

4.1.9. Longitud radicular en plantas de pimiento

Las cepas de actinobacterias inoculadas en plantas de pimiento demostraron tener efectos
sobre la estimulacion del crecimiento del sistema radicular de las plantas, con diferencia

significativa entre los tratamientos, y un coeficiente de variacion de 4.02 (figura 9).
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Figura 9

Longitud radicular en plantas de pimiento inoculadas con actinobacterias

= R N DN
O 01 O o1
QD

o
14200)
¢J09

§ = %

Longitud radicular (cm)
(€3]

Tratamientos

Nota: Las barras de error indican * Desviacion Estandar. Medias con una letra en comin no son

significativamente diferentes. Tukey (p > 0,05).

4.1.10. NUmero de raices secundarias en 1cm

Entre los tratamientos inoculados con las cepas de actinobacterias tuvieron una buena
estimulacion en las plantas, pero si se obtuvieron diferencias significativas entre los
tratamientos, con un coeficiente de variacion de 4.16 y un promedio entre las plantas

inoculadas del4 mientras que el control de 11 (figura 10).

Figura 10

N° de raices secundarias en 1 cm en plantas de pimiento inoculadas con actinobacterias
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Nota: Las barras de error indican * Desviacién Estandar. Medias con una letra en comin no son

significativamente diferentes. Tukey (p > 0,05).
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4.1.11. Peso del hipocétilo

Los resultados obtenidos en el peso del hipocétilo se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos. EM tiene un mayor potencial ya que obtuvo la media de 0.42 g siendo
el valor mas alto, seguido de la cepa BA con la media de 0.41 g mientras que el valor méas

bajo lo obtuvo el tratamiento control con una media de 0.10 g (figura 11).

Figura 11
Peso del hipocdtilo en plantas de pimiento inoculadas con actinobacterias
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Nota: Las barras de error indican = Desviacién Estandar. Medias con una letra en comin no son

significativamente diferentes. Tukey (p > 0,05).

4.1.12. Peso de la radicula

La aplicacion de las actinobacterias en las plantas de pimiento mostré tener un efecto
estimulante en el crecimiento radicular de las plantas, se obtuvieron diferencias
significativas con las cepas utilizadas como tratamientos respecto al agua utilizada como
control, Las cepas EM, BA, GC2 y GC4 obtuvieron los mayores resultados con una media
de 0.20 g mientras que el tratamiento control mostro resultados con valores de 0.09 g (figura
12).
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Figura 12
Peso de la radicula en plantas de pimiento inoculadas con actinobacterias
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Nota: Las barras de error indican +Desviacién Estandar. Medias con una letra en comin no son

significativamente diferentes. Tukey (p > 0,05).
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4.2. Discusion

Las actinobacterias conforman uno de los grupos mas grandes e importantes de los
microorganismos del suelo, estas son encontradas en distintas condiciones ambientales, ya
sean en suelos con abundante materia organica, suelos en proceso de formacion o
contaminados con materiales inorganicos (Quifionez, et al., 2016). La mayor parte de
actinobacterias son encontradas en suelos con cobertura vegetal en bosques, debido a las
caracteristicas ambientales que estos otorgan para su desarrollo y se las encuentra

principalmente entre los 20 y 30 cm de profundidad (Cardona, et al., 2009).

Dentro de la investigacion se aislaron una cantidad de 20 actinobacterias de distintas zonas
del Ecuador como Esmeraldas, Guayas y Los Rios. Las colonias de actinobacterias
presentaron diferentes morfologias en cuanto a color, formas y texturas. Guevara (2017)
reportd en su estudio que aislé 12 cepas de actinobacterias y las colonias presentaron

morfologias muy variadas, similares a las observadas en esta investigacion.

Las variaciones de morfologia presentes en este estudio pueden ser debido a que las
actinobacterias son de los microorganismos con mayor biodiversidad endofiticas y son
capaces de vivir en diversos tipos de ambientes desde suelos contaminados hasta suelos con
mucha vegetacién (Quifionez, et al., 2016). Las cepas obtenidas en esta investigacion
provienen de diferentes provincias y diferentes cultivos segn Torsvik et al., (1996) sugiere
gue mientras haya una mayor variacion de microhabitats la variabilidad en la morfologia de
los microorganismos sera mucho mayor, debido al tipo de vegetacion, y caracteristicas del

suelo rizosférico.

Salazar y Ordodfiez (2013) reportaron de sus aislados de actinobacterias que fueron obtenidas
de bosques, presentaron caracteristicas morfolégicas con colonias secas polvosas y con
coloraciones cafés y blancas similares a las descritas en esta investigacion con cepas de
crecimiento filamentoso con coloraciones cafés, grises, blancas, verde, roja y amarilla con
texturas secas, polvosas, rugosas y cremosas. En otra investigacion realizada por Cardona,
et al.(2009) se identificaron 16 morfotipos de actinobacterias mayormente para el género
Streptomyces y Nocardia con colonias filamentosas circulares, opaca y compactas, estas son

caracteristicas similares presentadas en las cepas EM, EM2, GC2 y GG.
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Al realizar las pruebas bioquimicas de catalasa para todas las actinobacterias dieron como
resultado positivo todas las cepas, esto es debido a que la mayoria de las especies de
actinobacterias son aerobias estrictas y poseen citocromos, por lo tanto, tienen la capacidad
para descomponer peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno gaseoso, lo cual da como
resultado con la formacidn de burbujas y se interpreta como reactivo positivo para catalasa

segun (Fernandez, et al.,2010).

Casasola (2022) indica que los microorganismos que poseen una pared celular con una
gruesa capa de peptidoglucanos tienen la capacidad de retener el pigmento violeta entre sus
estructuras, dando la coloracion tipica de los microorganismos Grampositivos. En esta
investigacion se realizaron pruebas de tincién de Gram y se observo a nivel microscopico
actinobacterias con estructuras filamentosas de color violeta indicativo de ser Grampositivas

en todas las cepas seleccionadas.

Las actinobacterias han demostrado tener un potencial como bioestimulantes en plantas de
pimiento mejorando su desarrollo y crecimiento vegetativo tal como evidencid Reyes et al.,
(2017). De acuerdo con esto, en esta investigacion se seleccionaron las actinobacterias con
mayor promocién del crecimiento, se hicieron pruebas para evaluar el efecto sobre la
germinacién y crecimiento de la radicula in vitro de las semillas de pimiento. Los resultados
demostraron que las actinobacterias funcionan como estimulantes en el crecimiento de la
raiz demostrando una mayor longitud en las semillas inoculadas con las cepas, sin embargo
para la germinacion no fue estadisticamente diferente, resultados similares reporté Pacheco
(2016) en donde aislados del género Streptomyces influyeron en el crecimiento de la raiz
generando una mayor longitud en Lactuca sativa (lechuga) y Medicago sativa (alfalfa), por

lo contrario para la germinacion no manifesto diferencias significativas.

Seguln la investigacion de Sanchez et al. (2019) en donde aplicaron 3 cepas distintas de
actinobacterias, obtenidas de muestras de suelos cultivados y no cultivados en plantas de
Capsicum annuum, produjo un incremento en los valores de altura de plantas respecto al
control utilizado. Estos resultados son similares a los que se obtuvieron dentro de esta
investigacion en donde las plantas de pimiento inoculadas con actinobacterias tuvieron una
mayor elongacion del hipocétilo a diferencia de las del control donde la cepa EM obtiene
los valores mas altos para esta variable. Arcos et al., (2021) demostrd resultados similares

en su investigacion donde empleo 3 cepas de actinobacterias frente a un testigo comercial,
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y en la evaluacion para la altura de planta las que fueron inoculadas con los microorganismos

dieron los valores mas altos a diferencia del testigo.

Por otro lado, segun los resultados de Lassevich et al., (2020) demostr6 que en un bokashi
en donde la presencia de la mayor parte de los microorganismos pertenecia a las
actinobacterias generaron un mayor peso fresco en la parte aérea y la parte radicular de
plantas de lechuga respecto al control dando como resultado una mayor generacion de
biomasa en las plantas, lo cual coincide con los resultados obtenidos en esta investigacion
en donde las plantas inoculadas con actinobacterias principalmente en las cepas EM y GC4
generaron un mayor peso del hipocotilo y la rizosfera respectivamente, a diferencia del
control, esto se debe a la capacidad que algunas actinobacterias poseen para producir
poliaminas e influir en las rutas de las auxinas lo cual ayuda en la generacion de una
interaccion bacteria-planta mucha mas efectiva y rapida (Martinez, 2022). Y el &cido
indolacético que es la auxina mas comdn tiene una participacion importante en la division

celular de las plantas, favoreciendo asi su crecimiento y desarrollo radicular, (Franco, 2008).

El efecto promotor de las actinobacterias permitié un mayor crecimiento longitudinal en las
raices de las plantas inoculadas, destacando el tratamiento de la cepa GC2 asi como también
en el numero de raices secundarias en 1 cm donde la cepa GC2 es la que obtiene los valores
mas altos, lo cual puede estar asociado a la capacidad de las actinobacterias para estimular
la produccién de &cido indolacético en las plantas el cual interviene en los procesos de

elongacion y division celular segun afirma Martinez (2022).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

Se aislaron un total de 20 cepas de actinobacterias y se lograron caracterizar
morfologica y bioquimicamente 9 cepas.

Las actinobacterias no promovieron diferencias significativas en cuanto al porcentaje
de germinacion en las semillas de pimiento, sin embargo, la cepa GC2 obtuvo el
mayor valor.

Las 4 cepas de actinobacterias seleccionadas para el estudio presentaron un potencial
como bioestimulantes en el desarrollo in vitro en la longitud de la radicula de las
semillas de pimiento donde la GC2 presento mejores resultados. La aplicacion de los
fermentados de actinobacterias en plantas y semillas de pimiento promovieron una

mejora en las caracteristicas agronémicas de las mismas.
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5.2. Recomendaciones

e Profundizar el estudio de las cepas BA, EM, GC2 y GC4 en etapas mas avanzadas

del cultivo para conocer sus beneficios hasta el final del ciclo de vida de la planta.

e Combinar las cepas de actinobacterias con otros microorganismos considerados

PGPR para probar la sinergia entre ambos.

e Probar la aplicacion de las actinobacterias a nivel de campo en otros cultivos de
interés agricola.
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CAPITULO VII
ANEXOS



7.1. Anexos

Anexo A. Procesamiento de muestras de suelo y aislamiento de actinobacterias.

a. Zona de recoleccion de muestras b. Muestras de suelo

en cacao

c. Microorganismos del suelo

procesado

Anexo B. Caracterizacion morfoldgica de actinobacterias.
a. Preservacion de cepas de b. Incubacién de cepas

actinobacterias en glicerina purificadas
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c. Observacion macroscdpica de
colonias de actinobacterias

Anexo C. Tincion de Gram de las cepas de actinobacterias, lente 100x.

a. CepaBA b. CepaEM

e. CepaEM3 f. Cepa GCl

h. Cepa GC3 i. CepaGC4 j. Cepa GG
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Anexo D. Prueba de catalasa.

a. Reaccion positiva b. Reaccidn negativa

Anexo E. Elaboracion de fermentos de actinobacterias.

a. Activacioén de b. Siembrade
actinobacterias en actinobacterias en
medio solido medio liquido

Anexo F. Establecimiento del experimento in vitro.
a. Obtencién de b. Inoculacion de

extractos celulares semillas de pimiento

WWCEEEEE TR

c. Crecimiento de
actinobacterias en
medio liquido

TEY

c. Desarrollo de

semillas inoculadas

W T e
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Anexo G. Establecimiento del experimento in vivo.
a. Preparacion de b. Siembra de semillas c. Aplicacion de

sustrato inoculadas tratamiento

i e

Anexo H. Evaluacion de variables.
a. Altura de planta b. Diametro del c. Longitud de raiz

hipocotilo

Anexo . Andlisis de varianza de porcentaje de germinacion.

Analisis de la varianza
Variable N R? Rz Aj Cv
Porcentaje de germinacion 15 0,53 0,35 5,45
Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo I1I)
F.V. SC gl CM F| p-valor
Modelo 306,67 4 76,67 |2,88 0,08
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Cadigo de cepa 306,67 4 \ 76,67 2,88 0,08

Anexo J. Anadlisis de varianza del indice de velocidad de emergencia.

Anélisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj Ccv
IVE 15 0,76 0,67 16,56
Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 20,46 4 511 8,04 0,0036
Cadigo de cepa 20,46 4 511 8,04 0,0036
Error 6,36 10 0,64
Total 26,81 14

Anexo K. Andlisis de varianza de la altura de la planta.

Anadlisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj CVv
Altura (cm) 15 0,95 0,93 4,05
Cuadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 25,3 4 6,33 45,171 <0,0001
Codigo de cepa 25,3 4 6,33 45,17 | <0,0001
Error 1,4 10 0,14
Total 26,7 14

Anexo L. Analisis de varianza nimero de hojas de la planta.

Anédlisis de la varianza

Variable N R2 Rz Aj CV
NUmero de hojas 15 0,42 0,19 10,43
Cuadro de Analisis de la
Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2,93 4 0,73 1,83 0,1991
Codigo de cepa 2,93 4 0,73 1,83 0,1991
Error 4 10 0,4
Total 6,93 14
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Anexo M. Anélisis de varianza del diametro del hipocétilo.

Andlisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CVv
diametro hipocotilo 15 0,93 0,91 5,49
Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo I1I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,37 4 0,34 35,87 | <0,0001
Codigo de cepa 1,37 4 0,34 35,87 | <0,0001
Error 0,1 10 0,01
Total 1,46 14

Anexo N. Analisis de varianza de longitud de radicula de semillas de pimiento in

vitro.

Andlisis de la varianza

Variable N R2 Rz Aj CV
Longitud de radicula (cm) 15 0,85 0,79 11,74
Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 9,32 4 2,33 14,03| 0,0004
Caodigo de cepa 9,32 4 2,33 14,03| 0,0004
Error 1,66 10 0,17
Total 10,98 14

Anexo O. Andlisis de varianza de la longitud radicular.

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CVv
Longitud radicular 15 0,97 0,96 4,02
Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 157,71 4 39,43 76,7 | <0,0001
Codigo de cepa 157,71 4 39,43 76,7 |<0,0001
Error 514 10 0,51
Total 162,85 14

Anexo P. Analisis de varianza del nimero de raices secundarias.

Analisis de varianza

Variable N R? Rz Aj CV
Numero de raices secundari.. 15 0,93 0,9 4,16
Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 42,4 4 10,6 31,8 |<0,0001
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Codigo de cepa 42,4 4 10,6 31,8 |<0,0001
Error 3,33 10 0,33
Total 45,73 14
Anexo Q. Analisis de varianza del peso del hipocdétilo.
Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj Cv
Peso hipocotilo (g) 15 1 1 2,38
Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo I1I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,22 4 0,06| 838,75|<0,0001
Codigo de cepa 0,22 4 0,06| 838,75|<0,0001
Error 6,70E-04 10| 6,70E-05
Total 0,22 14

Anexo R. Andlisis de varianza del peso de la radicula.

Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj Cv

Peso Raiz 15 0,86 0,81 12,64
Cuadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,03 4 0,01 15,65| 0,0003
Codigo de cepa 0,03 4 0,01 15,65| 0,0003
Error 4,70E-03 10| 4,70E-04
Total 0,03 14
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