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RESUMEN
Las Streptomyces spp, tienen potencial para inhibir la incidencia de fitopatégenos
fangicos en los cultivos debido a su actividad enzimatica y la producciéon de
metabolitos secundarios. La presente investigacion buscé identificar y evaluar in vitro
el potencial antifingico de 5 cepas de Streptomyces spp. aislada de suelo desértico
contra Colletotrichum spp. Las cepas aisladas son Streptomyces spp, para determinar
sus % de inhibicidn, se usaron las pruebas de enfrentamiento dual y difusion en pozos,
se aplicé un DCA con 3 repeticiones. Las capacidades inhibitorias de las 5 cepas frente
a Colletotrichum spp variaron considerablemente; las cepas Q — 84 y Q — 60 mostraron
los % de inhibicion mas alto en el enfrentamiento dual con 92% y 88% respectivamente
y en la prueba de difusion en pozo el C.B.C que mostro el % de inhibicion mas alto fue
la de la cepa Q — 84 con 56%, en comparacion con los fungicidas (AmistarTop® y
Opera®) con % de inhibicion de 84% y 100% respectivamente; mostrando ademas
presencia de lipasas, celulasas y proteasas; genéticamente, resultd tener similitud a S.
maritimus y S. rochei. En conclusion, la cepa Q — 84 mostro6 tener un potencial para

convertirse en una alternativa en el control sobre Colletotrichum spp.

Palabras Clave: Streptomyces spp, inhibicién, Colletotrichum spp.



ABSTRACT
Streptomyces spp, have potential to inhibit the incidence of fungal phytopathogenic in
crops due to their enzymatic activity and the production of secondary metabolites. This
research sought to identify and evaluate in vitro the antifungal potential of 5 strains of
Streptomyces spp. Isolated from desert soil against Colletotrichum spp. Isolates are
Streptomyces spp, to determine their % inhibition, dual confrontation and well
diffusion tests were used, a DCA was applied with 3 replicates. The inhibitory
capacities of the 5 strains compared to Colletotrichum spp varied considerably; Strains
Q — 84 and Q — 60 showed the highest % inhibition in dual confrontation with 92% and
88% respectively and in the test of diffusion in well the C.B. C which showed the% of
inhibition higher was that of the strain Q-84 with 56%, compared to fungicides
(AmistarTop® and Opera®) with % inhibition of 84% and 100% respectively, showing
also the presence of lipases, cellulases and proteases; genetically, it turned out to have
similarity to S. maritimus and S. rochei. In conclusion, the Q — 84 strain showed a

potential to become an alternative to control over Colletotrichum spp.

Key Words: Streptomyces spp, inhibition, Colletotrichum spp.
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I. INTRODUCCION

Los hongos fitopatdgenos son un serio problema en muchos cultivos de importancia
econdmica, a nivel mundial. Uno de los hongos fitopatdgenos que ocasiona graves
pérdidas econdmicas en diversos cultivos de regiones tropicales y subtropicales, es la

antracnosis producida por el hongo Colletotrichum spp. (Prusky et al., 2000).

Colletotrichum, género que comprende un gran nimero de especies que se encuentran
entre los patdgenos fangicos mas prevalentes y causantes de enfermedades
econdémicamente significativas en casi todos los cultivos del mundo, es considerado
como el octavo grupo mas importante de hongos fitopatdgenos, por su importancia
cientifica y econdmica, y por ser reconocido como uno de los principales fitopatdgenos

poscosecha a nivel mundial (Dean et al., 2012) (Perfect et al. 1999).

Actualmente en el mundo, desde hace mucho tiempo los fungicidas quimicos son
usados ampliamente en la agricultura en busca de mejorar la productividad de los
cultivos y evitar las pérdidas econdmicas durante los procesos de pre y post cosecha,
con el fin de combatir las plagas que se encuentran afectandolos. Sin embargo, existen
grandes vacios en cuanto a los efectos negativos que estos causan, ya que Su USO
excesivo en la agricultura ha llevado al deterioro de la salud humana, la contaminacion
ambiental y el desarrollo de resistencias, al ser suministrados en concentraciones por
debajo o encima de las recomendadas, convirtiéndose el producto final en un producto

toxico para el consumidor final (Ara et al., 2012).
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Para el control de Colletotrichum sp los fungicidas triazoles han mostrado tener una
excelente actividad inhibidora, in vitro; sin embargo, el alto riesgo de fitotoxicidad ha
limitado su uso (Chen et al., 2014). Ademas, algunas especies de Colletotrichum sp.
han demostrado ser resistentes a benomyl y otros fungicidas de bencimidazol (Nar et
al., 2002) (Talhinhas et al., 2002). Los sintomas de la enfermedad causados por
Colletotrichum spp. a menudo son devastadores y conducen a importantes pérdidas
poscosecha, en cultivos como papaya, mango y aguacate, pitahaya, entre otras. La
naturaleza altamente perecedera de estas frutas resalta la necesidad urgente de
desarrollar tecnologias que puedan reducir su deterioro y también extender su vida util
para impartir valor al comprador o consumidor. Por lo tanto, existe una necesidad
urgente de desarrollar compuestos seguros y efectivos para el manejo exitoso

Colletotrichum spp. (Gao et al., 2018).

Debido al incremento de los problemas en el control de enfermedades flngicas, se hace
necesario la busqueda seria para identificar métodos alternativos al de los productos
quimicos para la proteccion de cultivos, los cuales sean mas amigables con el medio
ambiente (Ara et al., 2012). Las investigaciones sobre el control bioldgico de las
enfermedades poscosecha se ha llevado a cabo durante mucho tiempo, con discusiones
sobre sus éxitos, y proyeccion a futuro. Sin embargo ha sido aceptado por la industria
hortofruticola como independiente o combinada con otros tratamientos comerciales,

dependiendo de frutas y verduras.(Prusky & Gullino, 2013).
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Por otro lado, la creciente necesidad por la busqueda de sustancias naturales con
capacidad antimicrobiana, antifangica, entre otras; ha hecho que nazca la necesidad de
buscar e identificar nuevos compuestos naturales, que reemplacen a los de sintesis
quimica, pues cada vez los mercados son mas exigentes en el consumo de productos
inocuos, es por ello que el control de las enfermedades de las plantas es una necesidad

urgente de una agricultura sostenible.

Los productos naturales han jugado un importante rol en la historia del descubrimiento
nuevas sustancias, de hecho, muchos de ellos han expresado actividad bioldgica y
caracteristicas estructurales unicas (Michael, 2006). Los trabajos de investigacion
realizados entre 1950 y 2000 descubrieron 10 mil productos naturales derivados de
fuentes microbianas, principalmente de especies del género Streptomyces -familia
Actinomicetaceae (Bérdy, 2005); estos microorganismos son conocidos como
importantes productores de metabolitos secundarios bioactivos con gran diversidad
estructural, los cuales son ampliamente usados en medicina, veterinaria, agricultura y
otras areas (Strohl, 2004). Por lo tanto, la blsqueda de cepas bioactivas de
Streptomyces y de sus metabolitos secundarios, es un campo de investigacion activo.
Los antagonistas microbianos son ampliamente utilizados para el control biolégico de

enfermedades fungicas de los cultivos (Ara et al., 2012).

Es por ello que el presente trabajo de investigacion, busca identificar y evaluar in vitro
el potencial antifingico de una cepa de Streptomyces spp. aislada de suelo desértico

contra Colletotrichum spp.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 El género Colletotrichum spp: Colletotrichum es un género amplio que
comprende una serie de especies importantes que se encuentran entre los
patogenos fungicos mas prevalentes y causan enfermedades en casi todos los
cultivos que se cultivan en el mundo. Este género esta asociado con enfermedades
econdmicamente significativas, y es considerado como el octavo grupo mas
importante de hongos fitopatdgenos en el mundo, con base en la percepcion de

importancia cientifica y econémica (Dean et al., 2012).

La predominancia de Colletotrichum spp y la enfermedad de antracnosis en los
productos hortofruticolas representan una amenaza creciente para la agricultura
mundial. Méas del 50% de las pérdidas de frutas y verduras frescas son causadas

por Colletotrichum spp. (Awang et al., 2011).

Los sintomas de la enfermedad causados por Colletotrichum spp. a menudo son
devastadores y conducen a importantes pérdidas poscosecha, en cultivos como
papaya, mango y aguacate, entre otros. Recientemente, también se ha encontrado

que afecta a la pitahaya (Siddiqui & Ali, 2014).

En general, los sintomas de la enfermedad causados por Colletotrichum spp
(antracnosis), se caracterizan por ser lesiones pequefias, deprimidas y humedas,

son sub-circulares o angulares con margenes marrén claro translucidos, y la
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produccidén de enzimas (poligalacturonasa y pectactasa) que degradan las paredes
celulares del drgano afectado, causando pérdidas econdmicas significativas
(Rodriguez-Lopez et al., 2009) (Alvarez and Nishijima, 1987). A medida que la
infeccion avanza en estas lesiones circulares hundidas, se desarrollan masas
conidiales de color naranja a rosa, presentandose en anillos concéntricos. El tejido
interno es firme con una decoloracién blanca grisacea, que luego se vuelve marron

(Masyahit et al., 2009).

2.2 Los actinomicetos: Los actinomicetos son un grupo importante de bacterias
filamentosas gram positivas que producen un enorme numero de metabolitos
agro-activos (Tanaka y Omura, 1993), desempefiando un papel importante en la
agricultura como agentes de control bioldgico. Se ha informado sobre el
antagonismo contra una amplia variedad de patdgenos de plantas (Bressan, 2003;
Chamberlain y Crawford, 1999; Doumbou y otros, 2002; Tahvonen y Avikainen,

1987; Yuan y Crawford, 1995).

Aguilar et al. (2016) nos mencionan que cuando se aislan actinomicetos de suelo
usando medios de cultivo solidos, el género predominante suele ser Streptomyces
sp con el 70 al 90% de las colonias, seguido por Nocardia sp con 10 a 30%, y el
tercero puede ser Micromonospora sp que constituye del 1 al 15% de
actinomicetos. Muchas especies de actinomicetos, particularmente las que
pertenecen al género Streptomyces sp, son comercialmente muy atractivas porque

son conocidos como agentes de control bioldgico de varios hongos fitopatogenos
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2.3

2.4

y porque producen una amplia gama de productos naturales con actividad

bioldgica (Errakhi et al., 2007; Joo, 2005; Xiao et al., 2002).

El género Streptomyces spp: La clasificacion de este género se inicia en 1964
con el proyecto internacional de Streptomyces (ISP) para introducir un criterio
estandar en la determinacidn de especies de este género. Mediante la utilizacion
de varias caracteristicas fenotipicas se consigui6 reducir la cantidad de especies
de Streptomyces de 463 a 142 de la version del Manual de Sistematica
Bacteriologica de Bergey (1972 — 1989). Adicionalmente, existian aislamientos
qgue no concordaban con las matrices de identificacion. Actualmente, la
clasificacion de especies de Streptomyces, se realiza mediante técnicas de
quimio-taxonémicos y moleculares, junto con los métodos de taxonomia

numérica basados en criterios fenotipicos (Wellington & Anderson, 2001).

El género Streptomyces ha sido descrito como colonizador de la rizosfera, capaz
de ejercer biocontrol sobre hongos fitopatogenos, producir sideréforos,
sustancias promotoras del crecimiento vegetal in vitro, promover la nodulacion
y ayudar a los bacteriodes de Rhizobium sp a la asimilacion del hierro en la
fijacion de nitrégeno en leguminosas, lo cual contribuye indirectamente a la

promocion de crecimiento vegetal (Tokala et al., 2002).

Potenciales usos de las bacterias del género Streptomyces sp: Asi mismo

Aguilar et al. (2016) nos mencionan que las expectativas sobre la aplicacion
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biotecnologica de los actinomicetos son muy grande debido al desarrollo de
antibidticos y la potencialidad de los actinomicetos en la biorremediacién, debido
a que son candidatos para continuar proporcionando productos naturales
novedosos sobre todo si se encuentran nuevas cepas de Streptomyces sp y otros
géneros de actinomicetos que provengan de ambientes no explorados, que den
como resultado especies capaces de sintetizar nuevos antibidticos. Igualmente,
en la agricultura, los actinomicetos pueden ser usados en la proteccion de los
cultivos contra enfermedades. Por ello, se requiere de formulaciones a base de
microorganismos que puedan ser inoculadas en el suelo con la finalidad de
controlar plagas y que ademas contribuyan a mejorar el rendimiento de los
cultivos, lo que contribuiria también a disminuir el consumo de productos

quimicos.

Por otro lado, Saxena (2014) nos dice que, entre los microbios del suelo, los
actinomicetos ocupan una posicién importante, ya que producen un amplio
espectro de sustancias bioldgicamente activas ya comercializadas como
productos farmacéuticos y agroguimicos. Hoy en dia los actinomicetos,
principalmente el grupo Streptomycetes, proporcionan agentes bioactivos

utilizados como herbicidas, fungicidas, bactericidas, insecticidas y acaricidas.

(Chatzipavlidis et al., 2013), nos mencionan que ciertas cepas Streptomyces spp

previene el desarrollo de enfermedades de las plantas mediante la competencia
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2.5

de patdgenos en la rizosfera, produciendo compuestos antifangicos y

promoviendo el crecimiento de las plantas y raices.

Todas las propiedades exhibidas por los actinomicetos, especialmente aquellos
que pertenecen al género Streptomyces sp, como agentes de control biologico de
hongos fitopatdgenos, no solo nos dan una mejor comprension de sus beneficios
ambientales y ecoldgicos, sino también en su impacto como una alternativa

atractiva para su uso en la agricultura (Ara et al., 2012).

Uso de compuestos bioactivos de Streptomyces sp para el control de plagas:
Aguilar et al., (2016) nos mencionan que diversas especies de actinomicetos
muestran actividad como promotores de crecimiento vegetal, lo que los hace
candidatos para la elaboracion de biofertilizantes y que, ademas, protegen a las
plantas contra enfermedades. Algunos representantes del grupo también pueden
hacer frente a insectos plaga que afectan a las plantas, siendo importantes los que

presentan elevada actividad quitinolitica.

Los actinomicetos tienen la capacidad de inhibir y reducir la incidencia de
patdgenos de plantas debido a su actividad enzimética a través de metabolitos
secundarios antifungicos producidos por ellos. Aproximadamente 23.000
metabolitos secundarios microbianos bioactivos han sido reportados, de los
cuales méas de 10.000 son producidos por actinomicetos, que es casi el 45% de

todos los metabolitos microbianos bioactivos. EI género Streptomyces spp se
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2.6

sabe que produce cerca de 7.600 compuestos (Berdy, 2005) citado por Sinha et

al., (2014).

La actividad antagonista de los actinomicetos frente a hongos fitopatdgenos esta
generalmente relacionada con la produccion de compuestos antifungicos (Getha
y Vikineswary, 2002; Ouhdouch et al., 2001; Trejo-Estrada y otros, 1998) y las
enzimas hidroliticas extracelulares (Mukherjee y Sen, 2006); Prapagdee, 2008;
Valois et al., 1996). Se considera que la quitinasa y la B-1,3-glucanasa son
enzimas hidroliticas importantes en la lisis de las paredes de las células fingicas,
por ejemplo, las paredes celulares de F. oxysporum, Sclerotinia minor y

Sclerotium rolfsii (El-Katatny et al., 2001; Singh et al., 1999).

Quimica de los compuestos bioactivos de bacterias del género Streptomyces

sp y sus potenciales usos en el control de plagas agricolas:

En cuanto a las fuentes de productos naturales que se han considerado, estan las
plantas, microorganismos (hongos, bacterias y actinomicetos), organismos
marinos (algas, hongos acuéticos, esponjas) y sustancias defensivas provenientes

de insectos y otros artrépodos.

Los trabajos de investigacion realizados entre 1950 y 2000 permitieron el
descubrimiento de 10 mil productos naturales derivados de fuentes microbianas.

Los antibidticos descubiertos en este lapso se aislaron principalmente de especies
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del género Streptomyces -familia Actinomicetaceae (Bérdy, 2005) citado por
Moreno et al., (2012); estos microorganismos son conocidos como importantes
productores de metabolitos secundarios bioactivos con gran diversidad
estructural, los cuales son ampliamente usados en medicina, veterinaria,
agricultura y otras areas (Strohl, 2004) citado por Moreno et al., (2012). Por lo
tanto, la busqueda de cepas bioactivas de Streptomyces sp. y de sus metabolitos

secundarios, es un campo de investigacion activo Moreno et al., (2012).

Como los actinomicetos son el grupo principal de bacterias que habitan todos los
tipos de suelos, y se conoce que han desarrollado mecanismos inherentes para
luchar contra las condiciones de estrés mediante la produccién de los metabolitos
secundarios que podrian ser explotados como agroquimicos, es que se han
identificado metabolitos con caracteristicas quimicas con potencial en la
agricultura. Los actinomicetos son también prolificos productores de agentes
insecticidas. La tasa de éxito de los metabolitos secundarios de los actinomicetos
es mucho mejor y/o similar a los agroquimicos convencionales. La ventaja de
estos compuestos sobre los productos quimicos es la accion selectiva y el efecto

residual minimo (Saxena, 2014).

Muchos metabolitos aislados de Streptomyces spp. presentan el grupo amida en
su estructura. Por ejemplo, las acetamidas participan en los procesos biosintéticos
de otras sustancias, como ocurre en S. violaceus que, a través de la

Indolacetamida, sintetiza auxinas en la superficie de plantas a las cuales se
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encuentra asociado simbioticamente (Manulis et al., 1994) citado por Moreno et

al., (2012).

Los actinomicetos tienen la capacidad de inhibir y reducir la incidencia de
patogenos de plantas debido a su actividad enzimatica a través de metabolitos
secundarios antifungicos producidos por ellos. Aproximadamente 23.000
metabolitos secundarios microbianos bioactivos han sido reportados, de los
cuales méas de 10.000 son producidos por actinomicetos, que es casi el 45% de
todos los metabolitos microbianos bioactivos. El género Streptomyces spp. se
sabe que produce cerca de 7.600 compuestos (Berdy, 2005) citado por Sinha et

al., (2014).

El uso de compuestos bioactivos obtenidos a partir de bacterias del género
Streptomyces spp., ¥ su uso en el control de agentes fitopatdgenos, cada vez van
tomando mayor importancia. Aguilar et al., (2016) mencionan que la expectativa
sobre la aplicacion biotecnolégica de los actinomicetos es muy grande debido al
desarrollo de antibidticos y su potencialidad en la biorremediacion,
convirtiéndolos en candidatos para continuar proporcionando productos
naturales novedosos, sobre todo las nuevas cepas de Streptomyces spp. que
provengan de ambientes no explorados y aporten como resultado especies
capaces de sintetizar nuevos antibidticos. Asi mismo (Strohl, 2004), nos dice que
estos microorganismos son conocidos como productores de metabolitos

secundarios bioactivos con gran diversidad estructural, los cuales vienen siendo
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usados en medicina, veterinaria, agricultura y otras areas. Por lo tanto (Moreno
et al., 2012), nos dice que la busqueda de cepas bioactivas de Streptomyces spp.

y de sus metabolitos secundarios, es un campo de investigacion activo.

El uso de compuestos bioactivos para el control de plagas ha ido creciendo con
el tiempo. Tal es asi que (Aguilar et al., 2016) y (Chatzipavlidis et al., 2013)
mencionan que diversas especies de actinomicetos han mostrado potencial como
promotores de crecimiento vegetal y agentes de control de plagas en muchos
cultivos, siendo importantes los que presentan actividad quitinolitica. Asimismo,
Saxena (2014) argumenta que las Streptomyces spp. producen un amplio espectro
de sustancias bioldgicamente activas que vienen siendo usadas como herbicidas,

fungicidas, bactericidas, insecticidas y acaricidas.

Por otra parte, Ara et al., (2012) mencionan que estas propiedades exhibidas,
como agentes de control biol6gico, aportan una mejor comprension de sus
beneficios ambientales y ecoldgicos, convirtiéndolos en una alternativa atractiva
para su uso en la agricultura. Del mismo modo, Berdy (2005) citado por (Sinha
et al., 2014) nos dicen que los actinomicetos tienen la capacidad de inhibir y
reducir la incidencia de patégenos de plantas debido a su actividad enzimatica a
través de metabolitos secundarios antifungicos producidos por ellos. Casi el 45%
de todos los metabolitos microbianos bioactivos son producidos por

actinomicetos, ya que se sabe que 10.000 de los 23.000 metabolitos secundarios
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microbianos bioactivos reportados, son producidos por el género Streptomyces
spp.

La actividad antagonista de los actinomicetos frente a hongos fitopatdgenos esta
generalmente relacionada con la produccion de compuestos antifungicos (Getha
y Vikineswary, 2002; Ouhdouch et al., 2001), y las enzimas hidroliticas
extracelulares. Se considera que la quitinasa y la -1,3-glucanasa son enzimas
hidroliticas importantes en la lisis de las paredes de las células fungicas

(Mukherjee y Sen, 2006; Prapagdee, 2008).

Estudios como el realizado por (Marathe et al., 2016), en India, en donde
purificaron y caracterizaron un nuevo heterodimero de Streptomyces spp. VL J2
inhibidor de proteasa con potencial actividad biopesticida contra H. armigera,
bajo condiciones de laboratorio, logrando determinar la concentracion que
inhibia el crecimiento larval de H. armigera en un 20% (EC20), el cual estaba en
una concentracién de 120 — 150 ppm y un control de 50% (EC50) entre 300 - 360
ppm en relacion con los controles. La alimentacion con el compuesto inhibidor
purificado mostré una disminucion significativa y retraso en larvas (51%), pesos
y periodos de pupa, respectivamente, anormalidades fisicas prominentes e
indices nutricionales reducidos en funcion del tratamiento en comparacién con la

dieta control (sin inhibidor), lo que indica su potencial actividad pesticida.

Otro estudio en India realizado por (Kaur et al., 2016), donde evaluaron el

potencial nematicida de Streptomyces hydrogenans cepa DH16 “in vivo” e “in
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vitro” sobre Meloidogyne incognita, usando un compuesto antifangico purificado
en concentraciones (12,5, 25, 50, 100 y 200 pg/ml), sobre masas de huevos y
suspension de juvenil (200 J2s / 501), para 1 ml de solucion de muestra en placa
petri de 30 mm. La mortalidad de los juveniles aumentdé al incrementar la
concentracion y el tiempo de exposicion, siendo el maximo control de 95%,
después de 96 horas a una concentracion de 100 ug / ml. Asimismo, sobre los
huevos de nematodos, después de 160 h de incubacidn se observo una reduccién
en la eclosion en un 16% a una concentracion de 100 pg/ml en comparacion con
el control donde se logro el 100% de eclosidn. Por otra parte, a una concentracion
mas alta del compuesto (200 pg / ml), se observé una mortalidad del 100% de J2

y 0% de eclosion del huevo después de 72 y 160 h de incubacion.

Ademas, se han explorado cepas de actinomicetos nativos y se evaluaron su
potencial contra patdgenos flngicos en plantas, trabajo en el cual se aisl6 una
cepa nativa potencial de Streptomyces plicatus del suelo aplicado con compost
de estiércol de caballo. Los estudios de su actividad enzimatica realizados
demostraron su actividad de quitinasa, celulasa, gelatinasa y lipasa. En este
estudio se mezcld un gramo de cada muestra con 10 ml de agua destilada estéril
y se agitaron adecuadamente, y se diluyeron en serie hasta una concentracion de
10-6. Los resultados obtenidos arrojaron que el extracto de metabolito de
Streptomyces plicatus podria inhibir Phytophthora infestans y Sclerotium rolfsii
en un 80% y 100% usando una concentracion de 2000 y 5000 ppm (Sinha et al.,

2014).
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En la Universidad de Malaya (Getha y Vikineswary, 2002), se realiz6 un estudio
de la cepa G10 de Streptomyces violaceusniger como agente antifingico frente a
Fusarium oxysporum f.sp. cubense, en un intento por comprender su modo de
accion y la interaccion entre ellos. Para esto se estudié primero su
comportamiento mediante la técnica de enfrentamiento dual “in vitro”
demostrando la cepa G10 zonas de inhibicion en las placas de ensayo,
observandose microscopicamente lisis en los extremos de las hifas en las colonias
fangicas inhibidas. Para la extraccion de los metabolitos secundarios producidos
por la cepa G10 se usaron medios liquidos, que también mostraron efectos
antagonistas “in vitro”, observandose hinchazon, distorsion y excesiva
ramificacion de hifas, e inhibicidén de la germinacion de esporas. Este estudio
sugiere el potencial de la cepa G10 para el control bioldgico hongos

fitopatdgenos en el cultivo de banano.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material:

Las bacterias del género Streptmomyces spp, se aislaron de un suelo de desierto

del distrito de Reque - Chiclayo, el cual tiene las siguientes caracteristicas:

Tablal. Caracteristicas fisico — quimicas del suelo de donde se aislaron las cepas

bacterianas de Streptomyces spp.

Extracto 0
Saturado Textura (%)

Muestra | Conduct. Tipo
Eléctrica | pH '}ﬂ/? ( Pm) ( Km) C?;% Ao |Lo|Ar| de
(mhos/cm) 0 PP PP 0 suelo

M-1 24.9 75 | 07 6.8 287 0.6 70 |13 |17 | Fo Ao

Fuente: Propia.

3.2.1 Poblacion: La poblacion el cepario de bacterias del género
Streptomyces spp del laboratorio de Agrobiotecnologia de la

Universidad Sefior de Sipan.

3.2.2 Muestra: 6 cepas bacterianas del género Streptomyces spp del

laboratorio de Agrobiotecnologia de la Universidad Sefior de Sipan.

3.2.3Unidad de analisis: Cepa bacteriana del género Streptomyces spp.
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3.2 Método:

3.2.1 Tipo de estudio: Descriptivo — Experimental.

3.2.2 Diseflo de

investigacion:

Para

las pruebas

inhibicién

por

enfrentamiento dual y difusion en pozo se usarad un Disefio de Bloques

Completamente al azar (D.B.C.A).

3.2.3 Variables y operacionalizacion de variables

Tabla 2. Operacionalizacion de variables

Tipo de
_ Variable Indicadores Instrumento
variable
_ Porcentaje del
Dependiente Porcentaje de radio de Pie de rey
inhibicién o
Inhibicion
Hongo Caracteristicas
Fitopatégeno morfoldgicas Microscopio
Colletotrichum | (Microscépicas y
spp macroscapicas
Independiente Caracteristicas
c g morfoldgicas
epas de _ e . L.
o (Microscopicas y | Microscopio
treptomyces )
macroscopicas) y y PCR
spp.

secuenciamiento

genético

Fuente: Propia.
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3.2.4 Procedimientos y técnicas

Los procedimientos y técnicas realizadas para cada ensayo fueron:

A. Aislamiento de las bacterias del género Streptomyces sp:

Los microorganismos antagonicos del género Streptomyces sp
fueron aislados del cepario del laboratorio de Agrobiotecnologia del
Parque Cientifico Tecnologico de la Universidad Sefior de Sipan.
Las colonias de Streptomyces sp se cultivaron en agar de extracto
de malta de extracto de levadura de glucosa (GYMA), y se

incubaron a 28 + 2 °C.

B. Aislamiento del hongo fitopatégeno Colletothrichum spp:

El aislado del hongo patégeno Colletothrichum spp se obtuvo
mediante el método de aislamiento de esporas de frutos infestados,
para esto los frutos fueron puestos en cdmara himeda, a los 5 dias
con la ayuda de un bisturi se hicieron cortes, en el area con
presencia del hongo patégeno y fueron puestas sobre una solucién
de agua e hipoclorito de sodio al 1%, luego fueron lavadas tres
veces con agua destilada estéril, y fueron sembradas en PDA a 25°C

por 7 dias (Agrios, 2012).
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C. Enfrentamiento dual entre cepas del género Streptomyces sp y
el hongo fitopatogeno Colletothrichum spp, para seleccién de la

cepa bactriana con potencial antifungico:

De los cuatro aislamientos de microorganismos del género
Streptomyces sp (Q-84, Q-60, Q-56 y Q-32) uno fue seleccionado
por su elevada capacidad para inhibir el crecimiento micelial de
Colletotrichum spp in vitro mediante la técnica de enfrentamiento
dual. Para esto, las esporas se alinearan en una linea en un lado de
las placas con PDA vy se incubaron a 28 + 2°C., después de 7 dias
de incubacion, se cortd un tapon micelial de 5 mm de didmetro de
una colonia de Colletotrichum spp de 5 dias de edad y se transfirio
al otro lado de cada una de las placas con PDA, a 5 cm de cada una
de las colonias de Streptomyces sp. Se coloc6 el complemento
micelial de Colletotrichum spp en una placa de PDA no inoculada
la cual sirvi6 de control. Las placas de doble cultivo se incubaran a

28 + 2 ° C durante 5 dias.
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Prueba de enfrentamiento dual Control

Siembra masiva de la Streptomyces sp. Siembra por puncion del hongo.

Figura 1. Prueba de enfrentamiento dual para prueba de inhibicion.

Prueba de enfrentamiento dual Control

Siembra masiva de la Streptomyces sp. Siembra por puncion del hongo.

Figura 2. Prueba de enfrentamiento dual y evaluacion del porcentaje de inhibicion de

la Streptomyces spp, frente a Colletotrichum spp.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PIRG) se calculé usando la formula:
IR (%) = (Dc — Dt/ Dc) x 100

Donde:
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IR=rango de inhibicién (%);
Dc= diametro de control negativo (mm) y
Dt= diametro de tratamiento o control positivo.

(Ahmed et al., 2007).

D. Caracterizacién morfoldgica de las 5 cepas bacteria del género

Streptomyces spp, aisladas:

Los caracteres morfologicos principales tomados en consideracion
fueron, el modo de septacion de los filamentos, la presencia y la
disposicién del micelio inmerso en el sustrato o del micelio aéreo,
para realizar esta caracterizacion morfoldgica, se siguieron los

siguientes protocolos:

a) Caracterizacion  macroscépica: Se  observaron las
caracteristicas a nivel macroscopico de cada una de las cepas
crecidas en agar avena durante 8 dias. Para dicha caracterizacion,
se tuvo en cuenta la textura de la colonia, color del anvero y
produccion de pigmentos difusibles al medio (Bergey et al.,

2000).

b) Caracterizacion microscopica: Las diferentes cepas de

actinomicetos aislados se sembraron en forma masiva en agar
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avena suplementado con nistatina al 0.1% al mismo tiempo se
introdujeron en el medio laminillas (cubre-objetos) estériles con
una inclinacién de 45° aproximadamente con respecto a la
superficie del agar. Las placas se incubaron a 22°C durante 15
dias, al cabo de los cuales se tomaron las laminillas y se
colocaron sobre una lamina portaobjetos con cristal violeta para
la observacion al microscopio del micelio aéreo, micelio de

sustrato y los propagulos formados (Bergey et al., 2000).

Figura 3. Esquema de la preparacion de las ld&minas cubre objetos sobre medios
agarizados para la visualizacion del crecimiento del micelio aéreo y de

sustrato de los actinomicetos (Nguyén et al., 2006).

El Manual de Determinacion Bacterioldgica de (Bergey et al., 2000) agrupa a los

actinomicetos segun su crecimiento en 8 grupos como se muestran en la Figura 4.
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Group 23

P —

Dermatophilus Frankia Geodanmatophilus

Group 24

Ampullariefia
Actinoplanes P m{:’ ; la Catellospora

Figura 4. Diagramas del crecimiento micelial aéreo y de sustrato de géneros de
Actinomicetos. (a) grupos 20 y 22. (b). grupos 26 y 29. (c). grupos 22, 23 y

24; Bergey et al., (2000).

E. Caracterizacién genética de la cepa de Streptomyces spp

mediante ampliacion de 16S ARNr por PCR:

a) Extraccion de ADN: Se extrajo el ADN de la bacteria
purificada de la cepa Q-84, siguiendo el método de extraccion
C.T.A.B descrito por (William y Feil, 2012). La concentracién

del ADN obtenido fue determinada por lectura de absorbancia
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b)

a 260 nm y la pureza evaluada utilizando los ratios A260/280
por espectrofotometria (Eppendorf biophotometer model AG)
utilizando unicamente muestras de ADN que presentaban un

ratio de 1.8-2.

Obtencidn y secuenciamiento de amplicones del gen 16S
ARNTr de la cepa Q-84: La region 16S ARNr fue amplificada
mediante PCR utilizdndose los iniciadores universales 27F (5'-
AGAGTTTAGTCMTGGCTCAG-3) - 1492R
(GGYTACCTTGTTACGACTT) que generan un producto de

alrededor de 1500 pb.

El mix de PCR de un volumen final de 25 pl, consistié en 2,5
ul buffer 10X, 2,5 ul de MgClI2 a 25 mM, 0,6 ul dNTPs a 10
mM y 2 U de Tag DNA polymerase de alta fidelidad
(Platinium) Thermo scientific®. Las condiciones de la PCR
fueron una desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 min,
seguidos por 35 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 30 s,
hibridacién a 55 °C por 45 s, elongacién a 72 °C por 1 min'y

una elongacion final a 72 °C por 10 min.

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de

electroforesis a una concentracion de 1,5 % de agarosa y 0,2
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pg/ml de bromuro de etidio. Los amplicones con tamaiio

esperado fueron secuenciados en MACROGEN USA usandose

los iniciadores internos 518F
(CCAGCAGCCGCGGTAATACG) - 800R
(TACCAGGGTATCTAATCC).

Las secuencias forward y reverse fueron reconstruidas
mediante la herramienta CAP contig assembly program de
BIOEDIT 7.1.9 y alineadas en BLAST para su identificacion

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

F. Pruebas quimicas para determinar su actividad enzimatica:

Para las pruebas enzimaticas, se siguieron los siguientes protocolos:

a) Produccion de quitinasas:

e Preparacion de quitina coloidal: Se prepar6 quitina
coloidal a partir de quitina (Merck- Aldrich). Se uso el
método modificado de Hsu y Lockwood (1975) usado por
Rocio et al (2011); para esto se disolvio 10 gr de quitina en
100 ml de HCL concentrado y se puso en agitacion
constante durante 50 min, posteriormente se afiadieron 0.5

It de agua destilada fria, y la muestra fue dejada por 12 horas
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en constante agitacion. Después se procedio a filtrar al
vacio, al precipitado obtenido se le realizaron lavados
sucesivos con agua destilada de acuerdo al volumen inicial,
con el fin de eliminar el &cido, luego se esteriliz6 por 15 min

a 15 psi, antes de su posterior uso.

e Evaluacion cualitativa de la actividad quitinasa: Los
actinomicetos se sembraron en medio minimo que se
prepard a partir de soluciones “stock™ de: (1) K2HPO4 y
KH2PO4 30 g:I-1, (2) MgS04-7H20 15 g-I-1, (3) CaCl2,
FeCl3 y NaCl a una concentracion de 5 g-1-1, 0.6 g-1-1 y 5
g:-1-1 (p/v) respectivamente, suplementado con quitina
coloidal al 1%. Como control se utiliz6 el medio minimo
suplementado con glucosa a una concentracién de 10 g-1-1,
se incubaron a 22°C de 5 a 8 dias. Pasado el tiempo de
incubacién se evaluaron los halos de hidrolisis producidos
en el medio solido, permitiendo una seleccién primaria de
las cepas de actinomicetos, mediante la cuantificacion del

tamafo del halo.

b) Prueba para proteasas: Las cepas de Streptomyces spp, se
sembraron en medio minimo que se prepar0 a partir de

soluciones “stock” con: 1 gr de peptona, 0.5 gr de NaCl, 0.5 gr
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de extracto de carne, 0.24 gr de gelatina, 1.5 gr de agar y 100 ml
de agua destilada; y se incubaron a 22°C de 5 a 8 dias. Pasado el
tiempo de incubacion se evaluaron los halos de hidrdlisis
producidos en el medio sélido, permitiendo una seleccién
primaria de las cepas de Streptomyces spp, mediante la

cuantificacion del tamaro del halo.

Prueba para lipasas: Las cepas de Streptomyces spp, se
sembraron en medio minimo que se prepar6 a partir de
soluciones “stock™ de: 1 ml de Tween 20, 1 gr de bactopeptona,
0.5 gr de NaCl, 0.01 gr de CaCl2 2H20, 1.5 gr de agar y 100 ml
de agua destilada; y se incubaron a 22°C de 5 a 8 dias. Pasado el
tiempo de incubacién se evaluaron los halos de hidrolisis
producidos en el medio so6lido, permitiendo una seleccion
primaria de las cepas de Streptomyces spp, mediante la

cuantificacion del tamario del halo.

d) Prueba para celulasa: Las cepas de Streptomyces spp, se

sembraron en medio minimo que se preparé a partir de
soluciones “stock” de: 1.0 gr de CMC, 1.5 gr de agar y 100 ml
de agua destilada; y se incubaron a 22°C de 5 a 8 dias. Pasado el
tiempo de incubacion se evaluaron los halos de hidrdlisis

producidos en el medio solido, permitiendo una seleccién
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primaria de las cepas de Streptomyces spp, mediante la

cuantificacion del tamaro del halo.

G. Produccién de extracto crudo:

La produccion de metabolitos bioactivos, de los actinomicetos
seleccionados, se hara usando el medio de cultivo ISP 1
(International Streptomyces Proyect), modificado, La reactivacién
de los actinomicetos se realizara a 28 °C durante 3 dias en 3 ml de
caldo tripticasa soja (TS), posteriormente el contenido se utilizara
para inocular sobre el medio liquido ISP 1. Una vez sembrado el
indculo se incubara en constante agitacion (150 rpm) durante 7 dias.
Posteriormente el cultivo se centrifugara a 4.000 rpm durante 20
min, para obtener el sobrenadante libre de células que se conservara

a -20 °C hasta su uso.

H. Extraccion de metabolitos secundarios:

La extraccion de metabolitos secundarios de las cepas bacterianas
del género Streptomyces spp (Q-84, Q-85, Q-60, Q-45B Y Q-32) se
Ilevaron a cabo segun lo descrito por Kaur y Manhas (2014). Para
esto, después de la fermentacion, el caldo de cultivo fue

centrifugado durante 20 min a 4 - C a 6000 rpm. Al sobrenadante
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libre de células estériles se le agregd acetato de etilo en una
proporcion (1:1) y se lo agitd fuertemente por dos horas,
transcurrido ese periodo, se tomd la fase del acetato de etilo y se
dejo evaporar en el rotavapor a una temperatura de 40°C, obtenido
el residuo del rotavapor, se le incorpor6 metanol al 10%; esta
solucion fue refrigerada para después ser usada en la determinacion

de la actividad antifungica sobre Colletotrichum spp.

Prueba in vitro del compuesto bioactivo vs 2 fungicidas de sintesis

guimica comercial frente a Colletothrichum spp:

Para la evaluacion y comparacion de la actividad antagénica, se
preparé medio PDA y se sirvid en placas Petri y se dejo enfriar en la
cabina de bioseguridad en un bafio de luz UV por un espacio de 15
minutos, una vez solidificado el medio, se usé la técnica de difusion
por pozo, para esto, con la ayuda de un sacabocado de 0.2 cm se
hicieron 3 pozos en cada placa, en cada uno de estos pozos se le
agreg6 40 pl del compuesto bioactivo extraido crudo de las 5 cepas
seleccionada (Q-84, Q-85, Q-60, Q-45B Y Q-32), para después
colocar al medio de la placa, un disco con el hongo fitopatégeno
Colletothrichum spp, dicho procedimiento se hizo por triplicado, asi
mismo se usaron dos fungicidas de sintesis quimica comerciales

(Amistar Top y Opera), con la finalidad de evaluar comparativamente
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el espectro de accion y grado de competitividad de los compuestos
bioactivos crudos de Streptomyces spp, frente a fungicidas de sintesis

quimica.

Pozo con 40 ul de E.C
de Stretomyces spp.

Disco de agar con
Colletotrichum spp.

Figura 5. Esquema de metodologia de difusion por pozos para determinar porcentaje
de inhibicion de los extractos crudos vs los fungicidas comerciales de

sintesis quimica frente a Colletotrichum spp.

3.2.5 Plan de anélisis de datos:

Para el analisis de los datos obtenidos en las pruebas de enfrentamiento
dual y difusién por pozo, para determinar los porcentajes de inhibicion
tanto de las bacterias como de los extractos crudos obtenidos, el disefio
estadistico que se uso, fue un disefio completamente al azar (DCA) y
segun el valor de P valor obtenido en el Anélisis de Varianza (ANVA),

se realizo la prueba de comparacion de medias (TUKEY p < 0.05).
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IV.RESULTADOS

4.1 Prueba de enfrentamiento dual (Streptomyces spp frente a Colletotrichum spp)

Las pruebas de enfrentamiento dual se realizaron siguiendo la técnica propuesta

por (Franco, 2008) y cuyos resultados se presentan en la tabla O1.

Tabla 3. Porcentaje de inhibicion de las cepas bacterianas frente a Colletotrichum spp,

prueba de enfrentamiento dual.

Rango de inhibicién (%) (*)

Ensayo Q-84 Q-60 Q-32 Q-85 Q-45B
1 94 87 24 71 73
2 89 87 33 73 68
3 92 89 32 68 71
4 91 87 29 67 73
Promedio 922 882 30° 71° 71°

(*) % de inhibicion de acuerdo a (Ahmed et al., 2007)
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Prueba de enfrentamiento dual

91% 87%

100% -
80% s 67%
60%
40% 29%
20% .

0%
Q-84 Q-60 Q-45B Q-85 Q-32

Cepas bacterianas de Streptomyces spp.

% de Inhibicién

Figura 6. Porcentajes de Inhibicion de las cepas bacterianas del género Streptomyces

spp frente a Colletotrichum spp por enfrentamiento dual.

En la tabla 3, podemos observar que entre las 5 cepas en estudio hubo diferencias
significativas en su capacidad antifangica frente a Colletotrichum spp, (ver anexo
1). De ello podemos deducir que las cepas bacterianas del género Streptomyces

spp, tienen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Colletotrichum spp.

Asi mismo, de los resultados de la prueba de Tukey (p < 0.05), para la prueba de
enfrentamiento dual, podemos observar que, entre las cepas bacterianas en estudio,
no hubo diferencia significativa, sin embargo, las cepas bacterianas Q-84 y Q - 60
fueron las que mostraron el porcentaje de inhibicion mas alto frente a

Colletotrichum spp, con un 91% y 87% de inhibicion respectivamente.
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La cepa bacteriana que mostro el porcentaje de inhibicion, mas bajo fue la cepa Q-

32 con un 29% de inhibicion (Ver figura 06).

4.2 Prueba de extracto crudo de 5 cepas bacterianas del género Streptomyces spp

vs. 2 fungicidas comerciales (amistar top y opera) frente a Colletotrichum spp).

Las pruebas por difusion en pozo se realizaron siguiendo la técnica propuesta por

(Franco, 2008) y cuyos resultados se presentan en la tabla 02.

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion de los extractos crudos de las 5 cepas bacterianas vs.

2 fungicidas comerciales frente a Colletotrichum spp, por difusion en pozo.

Rango de Inhibicion (%) (*)

Ensayo  AMISTAR OPERA Q-84 Q-60 Q-32 Q-85 Q-45B

1 100 100 54 43 43 57 34
2 71 100 54 43 37 46 40
3 80 100 60 46 37 51 29
Promedio 842 1002 56° 44 39  51bc 34°

(*) % de inhibicion de acuerdo a (Ahmed et al., 2007)
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Prueba de 5 extractos crudos (Streptomyces spp) y 2
fungicidas comerciales frente a Colletotrichum spp

100%
100% 84%
[ [0)
g o 56% 519
2 60% 44% 3905 4400
£ a0%
o 20%
o\° 0%
¥ E & H Q
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& & S
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Tratamientos

Figura 7. Porcentajes de Inhibicion de los extractos crudos de las 5 cepas del género
Streptomyces spp vs. 2 fungicidas comerciales, frente a Colletotrichum spp

por difusion en pozo.

En la tabla 4, podemos observar que los extractos crudos de las 5 cepas bacterianas
del género Streptomyces spp Yy los 2 fungicidas comerciales (Amistar top ® y
Opera ®) frente a Colletotrichum spp; hubo una diferencia significativa en su
capacidad antifungica frente a dicho agente fitopatdgeno. De ello podemos deducir
que los tratamientos en estudio, mostraron tener un efecto inhibitorio sobre el

crecimiento del hongo fitopatégeno Colletotrichum spp.

Asi mismo, de los resultados de la prueba de Tukey (p < 0.05), para la prueba de

los compuestos bioactivos, podemos observar que, entre las cepas bacterianas en
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4.3

estudio, no hubo diferencia significativa, sin embargo, las cepas Q-84 y Q - 85
fueron las que mostraron los porcentajes de inhibicion mas altos frente a

Colletotrichum spp, con 56% y 51% de inhibicidn respectivamente.

Las cepas bacterianas que mostraron los porcentajes de inhibicion mas bajos
fueron las cepas Q-32 y Q-45B con, 39% Yy 34% de inhibicion respectivamente, en
comparacion con los fungicidas de sintesis quimica (Opera y Amistar-Top)
quienes mostraron porcentajes de inhibicion de 100% y 84% respectivamente (\Ver

figura 2).

Caracterizacidbn macroscopica de las 5 cepas bacterianas del género

Streptomyces spp.

Transcurrido el periodo de incubacidn, las colonias presuntivas de Streptomyces
spp fueron identificadas teniendo en cuenta las caracteristicas macroscépicas que

los diferencian de las bacterias no filamentosas y los hongos.

La caracterizacion macroscopica de los 05 aislados de Streptomyces spp se realizd
teniendo en cuenta la textura de las colonias, la coloracién del micelio aéreo y de
sustrato, la forma, el tamafio y la produccién de pigmentos difusibles en el medio
de cultivo. Las colonias presentaron un olor a suelo himedo, olor caracteristico de
este grupo bacteriano, por su capacidad de produccion de geosmina; estas

caracteristicas fueron determinantes para su identificacion (Sylvia, 2005).

53



A continuacion, se presenta la tabla 3, donde se resumen las caracteristicas

macroscopicas de los actinomicetos aislados.

Tabla 5. Descripcion de las caracteristicas macroscopicas de las cepas bacterianas del

género Streptomyces spp. (Crecimiento en agar avena)

Cepa Q-84

Descripcion: Colonia pequefia, seca, pulverulenta, anverso de color gris, el reverso

de color naranja oscuro.

Cepa Q- 60
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Descripcion:

Colonia seca, el anverso color gris con bordes blancos, reverso color

gris oscuro.

Cepa Q - 45B

Descripcion: Colonia de aspecto cremoso, el anverso color gris oscuro, el reverso

color café claro.

CepaQ-32

Descripcion: Colonia seca, pulverulenta, reverso de la colonia oscura, anverso de

color inicial blanca, esporulacién blanca.
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CepaQ - 85

Descripcion: Colonia seca, pulverulenta, el anverso de color blanco gris que al

pasar el tiempo se torna café.
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4.4 Caracterizacion microscopica de las 5 cepas bacterianas del género

Streptomyces spp.

Transcurrido el periodo de incubacion, las colonias presuntivas de Streptomyces
spp fueron identificadas teniendo en cuenta las caracteristicas microscopicas que

los diferencian de las bacterias no filamentosas y los hongos.

A continuacion, se presenta la tabla 4, donde se resumen las caracteristicas

macroscopicas de las 5 cepas bacterianas del género Streptomyces spp.

Tabla 6. Descripcidn de las caracteristicas microscopicas de las cepas bacterianas del

género Streptomyces spp., encontradas (Coloracion gran).

CEPA Q-84 DESCRIPCION

Micelio vegetativo sin
fragmentacion cadena de conidios
(sencillos) si formacidn de espirales.

Posible género: Streptomyces sp.

Actinomiceto. 100 x
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CEPA Q - 60

DESCRIPCION

Actinomiceto. 100 x

Micelio aéreo fragmentado, micelio
vegetativo con fragmentacion,

conidios en cadena o en espiral.

CEPA Q- 45B

DESCRIPCION

Actinomiceto. 100 x

Filamentos, ramificados, pocos
conidios, en su mayoria simples. No

hay presencia de cadenas.
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CEPAQ-32

DESCRIPCION

Actinomiceto. 100 x

Filamentos largos y fragmentados,

micelio tortuoso, cadena de

conidios cortas, sin espiral.

CEPA Q -85

DESCRIPCION

Actinomiceto. 100x

Micelio vegetativo no fragmentado,

micelio aéreo fragmentado, cadenas

de conidios largos. Posible género:

Streptomyces sp.
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4.5 Pruebas bioquimicas (lipasa, proteasa, quitinasa y celulasa) de las 5 cepas

bacterianas del género Streptomyces spp.

Las pruebas enzimaticas (lipasa, proteasa, quitinasa y celulasa) a las 5 cepas

bacterianas del género Streptomyces spp., se realizaron siguiendo la técnica

propuesta por (Franco, 2008) y cuyos resultados se presentan en la tabla 03.

Tabla 7. Pruebas enzimaticas de las cepas bacterianas del género Streptomyces spp.

CEPA LIPASA PROTEASA QUITINASA CELULASA
BACTERIANA
Q-84 + + - +
Q- 60 + + - +
Q-85 + + - +
Q- 45B + - - +
Q-32 + - - +
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4.6 ldentificacion genética

Comparacidon de secuencias altamente similares (Megablast)

Tabla 8. Identificacion genética de la cepa bacteriana Q - 84.

gene, partial sequence.

Max | Total | Query E
Descripcion Ident | Accession
Score | Score | cover | Value
Streptomyces maritimus
Strain MML1710 16S
2702 | 2702 | 99% 0 99% | MH084716.1
ribosomal RNA gene,
partial sequence.
Streptomyces sp. Strain
RKBH-B124 16S
2702 | 2702 | 99% 0 99% | KY362382.1
ribosomal RNA gene,
partial sequence.
Streptomyces rochei Strain
Sal35 16S ribosomal RNA | 2702 | 2702 | 99% 0 99% | KX440952.1

Resultado final de identificacién BL02: Organismo Streptomyces sp.

Clasificacion taxondmica:

Bacteria;

Streptomycetaceae; Streptomyces.

Actinobacteria;

Streptomycetales;
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5.1

V. DISCUSION

A pesar de que se conoce el potencial que tienen las Streptomyces spp., como
microorganismos productores de metabolitos secundarios de importancia
biotecnologica, tales como los fungicidas (Arasu et al., 2008), aln en nuestro pais,
existen muy pocos estudios de investigacion sobre los grandes aportes que nos pueden
proporcionar estos microorganismos, como es la de su uso en el control bioldgico de
hongos fitopatdgenos. En la primera etapa de la presente investigacién se logrd
reactivar 5 cepas bacterianas del género Streptomyces spp provenientes de suelos de
desierto de la region Lambayeque, siendo las pruebas realizadas, las que se describen

a continuacion.

Prueba de enfrentamiento dual frente a Colletotrichum spp.

Para el caso de la capacidad antagonica de los actinomicetos frente a Colletotrichum
spp., mediante la técnica de enfrentamiento dual tal como se muestra en la tabla 3, se
puede observar que todas las cepas evaluadas mostraron tener un grado de inhibicion
positiva frente a este hongo fitopatdgeno, sin embargo solo dos cepas (Q -84y Q —
60) fueron las que mostraron los porcentajes de inhibicion mas altos, con valores de
92% y 88%, respectivamente, las cuales ademas mostraron ser estadisticamente
similares; la cepa Q — 32 fue la que dio el porcentaje de inhibicion méas bajo con un

30%.
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Muharram et al., (2013) nos dicen que, la capacidad inhibitoria de los Streptomyces
spp., contra una amplia variedad de fitopatdgenos, entre ellos los hongos, ha sido
reportada en varios estudios. Tal es asi que, Castillo (2004) evalud la efectividad de
90 actinomicetos, encontrando 24 cepas con buena actividad antifungica, alcanzando
porcentajes de inhibicion de hasta 87,05%. Del mismo modo, Davila et al. (2008)
aislaron un total de 70 actinomicetos, quienes demostraron altos niveles de inhibicién
(61,57%) frente a Colletotrichum spp. Del mismo modo (Franco-Correa, 2008) nos
dice que en las pruebas de antagonismo entre cepas de Streptomyces spp contra los
hongos fitopatdgenos, usando la técnica de enfrentamiento dual, se observo que estas
presentaban una inhibicidn generalizada, alta, media o baja, aun frente a cepas fangicas
muy resistentes, ya que estos microrganismos ejercen su accion antagénica mediante
la produccion de antibidticos (antibiosis), los cuales se difunden por el medio
inhibiendo el crecimiento del hongo fitopatégeno. Asi mismo Molano et al. (2000)
determinaron que la inhibicion in vitro de los Streptomyces spp., sobre hongos
fitopatdgenos, se da por la produccion de la actinomicina, un antibiético producido por
estos microorganismos, metabolito secundario toxico para la mayoria de los hongos
fitopatdgenos. Segun Demain & Piret (1983), los antibidticos producidos por las
Streptomyces spp se forman durante la transicion de las células vegetativas a
propagulos, haciendo que se encuentre en el interior de las esporas, cumpliendo la
funcién de autoinhibir su germinacion hasta la presencia de condiciones favorables,
pasada esta fase, se presenta un rapido desarrollo seguido de la segunda fase de

crecimiento la cual se relaciona con la sintesis de antibioticos.
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5.2 Prueba de inhibicion, compuesto bioactivo crudo vs 2 fungicidas comerciales de

sintesis quimica frente a Colletotrichum spp.

Para determinar la capacidad inhibitoria de los extractos crudos obtenidos de las 5
cepas bacterianas del género Streptomyces spp., versus 2 fungicidas comerciales de
sintesis quimica, mediante la técnica por difusion en pozo, tal como se muestra en la
tabla 4, se logré determinar que el extracto crudo de la cepa Q — 84 fue la que mostro
el porcentaje de inhibicion mas alto entre todos los demas extractos, con un
porcentaje de inhibicidn de 56%, seguido de las cepas Q — 85 y Q — 60 con valores
de 51,33% y 44,0% respectivamente, mostrando ademas se estadisticamente
similares en su efecto inhibitorio frente a Colletotrichum spp, en comparacion a los
porcentajes de inhibicion mostrados por los fungicidas comerciales de sintesis

quimica (Opera® y Amistar top®) con 100% Yy 84% respectivamente.

Los fungicidas de sintesis quimica, se han utilizado ampliamente para controlar
diversos agentes fitopatdgenos, sin embargo, su uso ha traido muchos problemas,
como contaminacién ambiental, deterioro de la salud humana, desarrollo de
resistencia por parte de los patdgenos y fitotoxicidad (Dubey et al., 2008). Es por ello
que muchos estudios se han enfocado en el descubrimiento de nuevos compuestos de
origen natural que den los mismos resultados, pero que no dafien ni afecten al medio
ambiente, tal es asi que, Kim et al., (2014) demostraron el potencial de la cepa de
Streptomyces spp. A1022 contra Colletotrichum spp., llegando a tener un porcentaje

de control de 61.6%, en comparacion a un tratamiento con Azoxistrobin (fungicida
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5.3

comercial) con un porcentaje de control de 68% en frutos de pimiento. Del mismo
modo Palaniyandi et al., (2011), demostrdé que el extracto crudo de la cepa de
Streptomyces spp. MIM5763, fue eficaz para el control de Colletotrichum spp. en el
cultivo de Dioscorea sp, con reducciones de los indices de severidad e incidencia a
nivel foliar de hasta 88% y 81% respectivamente; en ambos casos de estudio, las
cepas de Streptomyces spp. estudiadas, se convirtieron en potenciales alternativas al
uso de los fungicidas de sintesis quimico para el control de Colletotrichum spp.
Corroborando asi lo que (Schlatter et al., 2009) mencionan, que la diversidad de
metabolitos secundarios producidos por las Streptomyces spp., ofrecen un tremendo
potencial para el control de hongos en diversos cultivos, convirtiéndoles en una nueva

alternativa para el control de plagas.

Caracteristicas microscopicas y macroscopicas de las cepas bacterianas del

género Streptomyces spp.

Transcurrido el periodo de incubacion, las colonias de las 5 cepas bacterianas
presuntivas del género Streptomyces spp., fueron identificadas teniendo en cuenta las
caracteristicas morfol6gicas tanto microscépicas y macroscopicas. Mediante la
técnica de microscopia se confirmé que las 5 cepas aisladas, tal como se muestran en
la tabla 5 y 6; fueron Gram positivos, arrojando los ensayos, caracteristicas
morfoldgicas tipicas que confirman que son bacterias del género Streptomyces spp.,

tal es asi que:
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La cepa Q — 84 presentd, como caracteristica macroscopica, una colonia pequefia,
seca, pulverulenta, anverso de color gris, el reverso de color naranja oscuro; y como
caracteristica microscopica, un micelio vegetativo sin fragmentacion y cadena de

conidios (sencillos) sin formacion de espirales.

La cepa Q — 60, presentd, como caracteristica macroscopica, una colonia seca, el
anverso color gris con bordes blancos, reverso color gris oscuro; y como
caracteristica microscépica, un micelio aéreo fragmentado, con micelio vegetativo

fragmentado y conidios en cadena o en espiral.

La cepa Q — 45B presentd como caracteristica macroscopica, una colonia de aspecto
cremoso, el anverso color gris oscuro, el reverso color café claro; y como
caracteristica microscopica, filamentos, ramificados, pocos conidios, en su mayoria

simples y sin presencia de cadenas.

La cepa Q — 32 presentd como caracteristica macroscépica, una colonia seca,
pulverulenta, reverso de la colonia oscura, anverso de color inicial blanca, con
esporulacién blanca; y como caracteristica microscopica, filamentos largos y

fragmentados, un micelio tortuoso, con cadenas de conidios cortas, sin espiral.

La cepa Q — 85 presentd como caracteristica macroscopica, una colonia seca,
pulverulenta, el anverso de color blanco gris, el cual al pasar el tiempo se torna de

color café; y como caracteristica microscopica, un micelio vegetativo no
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fragmentado, pero el micelio aéreo si mostraba fragmentacion, con cadenas de

conidios largos.

Los resultados obtenidos de las observaciones macroscopicas y microscopicas,
fueron bastante claras, lo que permitié poder identificarlas con claridad, como
pertenecientes al género Streptomyces sp., ya que las cinco cepas presentaron
caracteristicas microscépicas como, la no fragmentacion del micelio de sustrato, la
fragmentacion del micelio aéreo y la formacion de cadenas de conidias en forma de
cocos 0 bacilos en disposicion de espiral. Por otro lado, a nivel macroscépico, las
colonias fueron de aspecto pulverulento en la superficie del medio de cultivo, con
colores de blanco, a blanco grisaceo, consistencia dura y pigmento difusible variado,
asi mismo, la mayoria de estas colonias presentan una caracteristica en particular,
que era la de un olor a tierra humeda, indicador de produccién de geosmina

(Goodfellow et al., 2012).

Pruebas enzimaticas (lipasa, proteasa, quitinasa y celulasa) a las 5 cepas

bacterianas del género Streptomyces spp.

Después de transcurrido los dias de incubacién en los diferentes medios de cultivo
para determinar su capacidad enzimatica (lipasa, proteasa, quitinasa y celulasa), se
procedi6 a observar la presencia de halos de degradacion en cada uno de los medios,
segun esta evaluacion, tal como se muestra en la tabla 7, se logré determinar que las

5 cepas bacterianas no produjeron quitinasa, sin embargo las cepas Q — 84, Q — 60y
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Q — 85, lograron producir lipasa, celulasas y proteasa, mientras que la Q —45B y Q
— 60 solo produjeron lipasa y celulasa; cabe mencionar que las cepas Q — 84, Q — 60
y Q — 85, mostraron los % de inhibicibn mas altos, tanto en las pruebas de

enfrentamiento dual, como en la prueba de difusion en pozo.

Sinha, Hegde, & Kush, (2014), nos dicen que en estudios anteriores se han reportado
que las Streptomyces spp., son muy buenos productores de enzimas extracelulares
capaces de degradar compuestos organicos tales como celulosa, lignina, quitina y
proteinas. Asi mismo Getha et al., (2005) y Errakhi et al., (2007) informan que las
enzimas producidas por los Streptomyces spp., degradan la pared celular fungica
compuesta de quitinas, sin embargo en este estudio las 5 cepas bacterianas en estudio,
no mostraron tener dicha capacidad enzimatica, aun mostrando buenos porcentajes de
inhibicion, tal como lo corrobora Lima et al., (1998) quienes informaron de que no
solo los microorganismos productores de quitinasa han demostrado ser buenos
agentes de control bioldgico sobre hongos fitopatdgenos, sino también los
productores de proteasa, ya que la pared celular de muchos de estos agentes patdgenos
contienen proteinas, tal como lo demostraron en su estudio contra Phytophthora spp
y Pythium spp. con porcentajes de inhibicién de 80% y 86% respectivamente.
Gopalakrishnan et al. (2011) y Kavitha et al. (2010), nos dicen gue ciertos metabolitos
producidos por los actinomicetos podrian tener un efecto antifungico, al inhibir su

crecimiento hifal, teniendo un comportamiento de metabolito especifico.
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Identificacion genética de la cepa Q — 84.

En el caso de la identificacion de género de la cepa Q-84, la microscopia, la
secuenciacion del ADN vy las pruebas bioguimicas coinciden que pertenece al género
Streptomyces spp. siendo segun el andlisis de BLAST, similar a las especies de
Streptomyces maritimus Strain MML1710, Streptomyces sp Strain RKBH-B124 y
Streptomyces rochei Strain Sal35; ambas especies reconocidas por su capacidad de
inhibicion frente a hongos fitopatégenos Ezziyyani., et al (2004) y Xiang y Moore
(2003), sin embargo y por la caracteristica edafica de donde fue aislada la cepa Q —
84, zona de desierto salino (C.E = 24.0 mhos), podriamos sugerir que la Q — 84, es S.
maritimus, ya que dicha especie ha sido aislada de zonas edaficas con similares

caracteristicas a las nuestras (suelos salinos).
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6.1

6.2

6.3

6.4

VI.CONCLUSIONES

Se logré identificar y evaluar in vitro el potencial antifingico de cinco cepas de
Streptomyces spp aisladas de suelo desértico frente a Colletotrichum spp,
resultando ser la cepa Q-84 la que mostrd los porcentajes de inhibicion mas
altos en sobre Colletotrichum spp, con porcentajes de inhibicion en el
enfrentamiento dual de 91.5% y de su compuesto bioactivo mediante la técnica

de difusion en pozo de 56%.

La cepa Q-84, mostro los valores mas altos y tener un gran potencial antifingico
frente a Colletotrichum spp, sin embargo, en las pruebas de Tukey (p < 0.05),
tanto para la prueba de enfrentamiento dual como para la de difusion en pozo,
entre las cepas bacterianas de Streptomyces spp en estudio, no hubo diferencia

significativa, siendo similares estadisticamente.

Segln las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de las 5 cepas

bacterianas, se logrd determinar que pertenecian al género Streptomyces spp.

La cepa Q-84, fue identificada genética. mediante la técnica de 16S ARNr — por
PCR, resultando ser tres posibles especies (Streptomyces maritimus Strain
MML1710, Streptomyces sp Strain RKBH-B124 y Streptomyces rochei Strain

Sal35), con 99% de similitud en todos ellos.

70



7.1

1.2

7.3

VIil. RECOMENDACIONES

Seguir realizando estudios con la cepa Q-84 y las otras cuatro, frente a otros

hongos fitopatdgenos y nematodos de importancia economica.

Impulsar el uso de las bacterias del género Streptomyces sp como una nueva

alternativa dentro del manejo integrado de plagas.

Realizar estudios para la produccion en masa del compuesto bioactivo extraidos

de la cepa bacteriana Q — 84 para su uso como agente de control de plagas.
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Anexo 1

ANEXQOS

Analisis estadistico de prueba de enfrentamiento dual

Tabla 9. Analisis de varianza de enfrentamiento dual entre 5 cepas bacterianas del

género Streptomyces spp frente al hongo fitopatdgeno Colletotrichum spp.

suma de
Fuente de Variacion al Media cuadrética F Sig.
cuadrados
cepas 9722.300 4 2430.575 296.111 .000
Repeticion 1.750 3 .583 .071 974
Error 98.500 12 8.208°
Total 9822.550 19
CV=26 R?2=99.8 X=17

Tabla 10. Prueba de Tukey de enfrentamiento dual entre 5 cepas bacterianas del

género Streptomyces spp frente al hongo fitopatégeno Colletotrichum spp.

Intervalo de confianza al

95%
() Cepas (J) Cepas Diferencia de Limite Limite
Bacterianas Bacterianas medias (I-J) Sig. inferior superior
Q-32 Q-45B -42.000" .000 -48.457 -35.543
Q-60 -58.250" .000 -64.707 -51.793
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Q- 45B

Q-60

Q-84

Q-85

Q-84
Q-85
Q-32
Q-60
Q-84
Q-85
Q-32
Q-45B
Q-84
Q-85
Q-32
Q-45B
Q-60
Q-85
Q-32
Q- 45B
Q-60

Q-84

-62.250"
-40.500"
42.000"
-16.250"
-20.250"
1.500
58.250"
16.250"
-4.000
17.750"
62.250"
20.250"
4.000
21.750"
40.500
-1.500
-17.750"

-21.750"

.000

.000

.000

.000

.000

943

.000

.000

333

.000

.000

.000

333

.000

.000

943

.000

.000

-68.707

-46.957

35.543

-22.707

-26.707

-4.957

51.793

9.793

-10.457

11.293

55.793

13.793

-2.457

15.293

34.043

-7.957

-24.207

-28.207

-55.793

-34.043

48.457

-9.793

-13.793

7.957

64.707

22.707

2.457

24.207

68.707

26.707

10.457

28.207

46.957

4.957

-11.293

-15.293
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Tabla 11. Prueba de TUKEY de enfrentamiento dual entre 5 cepas bacterianas del

género Streptomyces spp frente al hongo fitopatdgeno Colletotrichum spp.

Subconjunto

Cepas Bacterianas N 1 2 3
Q-32 4  29.250
Q-85 4 69.750

HSD Tukey ¢ Q- 45B 4 71.250
Q-60 4 87.500
Q-84 4 91.500
Sig. 1.000 943 333
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Anexo 2

Analisis estadistico de prueba de extracto crudo vs fungicidas comerciales de sintesis

quimica

Tabla 12. ANVA de prueba de extracto crudo de 5 cepas bacterianas del género

Streptomyces spp y 2 fungicidas comerciales (Amistar top ® y Opera ®) frente a

Colletotrichum spp).

suma de Media
Fuente de Variacion cuadrados gl cuadrética F Sig.
Tratamientos 10762.667 6 1793.778 43.431 .000
Observaciones 120.381 2 60.190 1.457 271
Error 495.619 12 41.302°
Total 11278.667 20
Cv =58 R?=93.8 X=15
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Tabla 13. Prueba de Tukey para prueba de extracto crudo de 5 cepas bacterianas del

género Streptomyces spp vs 2 fungicidas comerciales (Amistar top ® y Opera ®) frente

a Colletotrichum spp).

Intervalo de confianza al

Diferencia 95%
0] ) de medias (I- Limite Limite
Tratamientos  Tratamientos J) Sig. inferior superior
AMISTAR OPERA -16.3333 .100 -34.8268 2.1602
Q-32 44.6667" .000 26.1732 63.1602
Q-45B 49.3333" .000 30.8398 67.8268
Q-60 39.6667" .000 21.1732 58.1602
Q-84 27.6667" .002 9.1732 46.1602
Q-85 32.3333" .001 13.8398 50.8268
OPERA AMISTAR 16.3333 .100 -2.1602 34.8268
Q-32 61.0000" .000 42.5065 79.4935
Q-45B 65.6667" .000 47.1732 84.1602
Q-60 56.0000" .000 37.5065 74.4935
Q-84 44.0000" .000 25.5065 62.4935
Q-85 48.6667" .000 30.1732 67.1602
Q-32 AMISTAR -44.6667" .000 -63.1602 -26.1732
OPERA -61.0000" .000 -79.4935 -42.5065
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Q-45B

Q-60

Q-84

Q- 45B
Q-60
Q-84
Q-85
AMISTAR
OPERA
Q-32
Q-60
Q-84
Q-85
AMISTAR
OPERA
Q-32
Q-45B
Q-84
Q-85
AMISTAR
OPERA
Q-32
Q-45B
Q-60

Q-85

4.6667
-5.0000
-17.0000
-12.3333
-49.3333"
-65.6667"
-4.6667
-9.6667
-21.6667"
-17.0000
-39.6667"
-56.0000"
5.0000
9.6667
-12.0000
-7.3333
-27.6667"
-44,0000"
17.0000
21.6667"
12.0000

4.6667

973

962

.081

318

.000

.000

973

S77

017

.081

.000

.000

962

S77

.346

816

.002

.000

.081

017

.346

973

-13.8268

-23.4935

-35.4935

-30.8268

-67.8268

-84.1602

-23.1602

-28.1602

-40.1602

-35.4935

-58.1602

-74.4935

-13.4935

-8.8268

-30.4935

-25.8268

-46.1602

-62.4935

-1.4935

3.1732

-6.4935

-13.8268

23.1602

13.4935

1.4935

6.1602

-30.8398

-47.1732

13.8268

8.8268

-3.1732

1.4935

-21.1732

-37.5065

23.4935

28.1602

6.4935

11.1602

-9.1732

-25.5065

35.4935

40.1602

30.4935

23.1602

82



Q-85 AMISTAR
OPERA
Q-32
Q- 45B
Q- 60

Q-84

-32.3333"
-48.6667"
12.3333
17.0000
7.3333

-4.6667

.001

.000

318

.081

816

973

-50.8268

-67.1602

-6.1602

-1.4935

-11.1602

-23.1602

-13.8398

-30.1732

30.8268

35.4935

25.8268

13.8268

Tabla 14. Prueba de Tukey para prueba de extracto crudo de 5 cepas bacterianas del

género Streptomyces spp vs 2 fungicidas comerciales (Amistar top ® y Opera ®) frente

a Colletotrichum spp).

Subconjunto
Tratamientos N
1 2 3
Q-45B 3 34.33

Q-32 3 39.00 39.00

Q-60 3 44.00 44.00

HSD Tukey®P¢ Q-85 3 51.33 51.33

Q-84 3 56.00
AMISTAR 3 83.66
OPERA 3 100.0
Sig. .081 .081 .100
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Anexo 3

Secuenciamiento genético de la cepa bacteriana del género Streptomyces spp Q -84

Figura 8. Secuencia genética de la cepa Q - 84: 1472pb.

ACCCCTGTTACGACTTCGTCCCAATCGCCAGTCCCACCTTTCGACAGCTCC
CTCCCACAAGGGGTTGGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGA
CGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAAT
GCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGA
CCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTCGCGGT
ATCGCAGCTCATTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACAT
AAGGGGCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCC
GGCGGTCTCCCGTGAGTCCCCAGCACCACAAGGGCCTGCTGGCAACACGG
GACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGACCCT
GTCTCCAGGGTTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTT

GCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT

CCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGC

GTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAATGTTGCCCACACCTAGTGCCCAC

CGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCT

TTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGT

GTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTC

CCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGCAGACCCGGGGTTAAGC
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CCCGGGCTTTCACAACCGACGTGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCC
CAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGC
ACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCC
CTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTC
GCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCG
TAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAG
GCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTG
ATAGGCCGCGGGCTCATCCTGCACCGCCGGAGCTTTCGAACCTCGCAGAT
GCCTGCGAGGATCAGTATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCAGGGCTTGTCC
CAGAGTGCAGGGCAGATTGCCCACGTGTTCTCACCCGTTCGCCACTAATC
CCCACCGAAGTGGTTCATCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCC

AGCGTTCGTCCTGAGCC

Figura 9. Resultados de alineamiento bl02 de la cepa Q — 84.
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Figura 11. Secuenciamiento genético obtenido de la prueba a cepa bacteriana Q — 84.
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Figura 12. Aislamiento de las 5 cepas bacterianas del género Streptomyces spp para la

realizacién del estudio.

Figura 13. Prueba In vitro enfrentamiento dual cepa bacteriana (Q-45B) del género

Streptomyces spp, frente a Colletotrichum spp.
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Figura 14. Prueba In vitro enfrentamiento dual cepa bacteriana (Q-60) del género

Streptomyces spp, frente a Colletotrichum spp.

Figura 15. Prueba In vitro enfrentamiento dual cepa bacteriana (Q-84) del género

Streptomyces spp, frente a Colletotrichum spp.
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Figura 16. Prueba In vitro enfrentamiento dual cepa bacteriana (Q-32) del género

Streptomyces spp, frente a Colletotrichum spp.

Figura 17. Comparacion de inhibicion In vitro, prueba de enfrentamiento dual entre cepa Q-

84 y testigo
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Figura 18. Siembra en agar avena + nistatina de las cepas bacterianas del género

Streptomyces spp, para su identificacion macroscépica y microscopica.

Figura 19. Identificacion microscépica de las cepas bacterianas del género Streptomyces spp.
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Figura 20. Prueba In vitro de compuesto bioactivo y fungicida de sintesis quimica frente a

Colletotrichum spp.

Figura 21. Extractos crudos obtenidos de las 5 cepas bacterianas del género Streptomyces

SPp.
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Figura 22. Pruebas enzimaticas (lipasa, proteasa, quitinasa y celulasa) de las 5 cepas

bacterianas del género Streptomyces spp (Q-84, Q-85, Q-32, Q-60 y Q-45B)

Figura 23. Prueba enzimatica (Lipasa) de las cepas bacterianas del género Streptomyces spp.
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SPp.

Figura 25. Prueba enzimatica (Proteasa) de las cepas bacterianas del género Streptomyces

spp.
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Figura 26. Prueba enzimatica (Quitinasa) de las cepas bacterianas del género Streptomyces

SPp.
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