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RESUMEN

Rhizoctonia solani es un fitopatdégeno que afecta severamente al cultivo de papa, inhibiendo el
crecimiento de nuevos brotes y causando pérdidas a nivel mundial. La basqueda de nuevas
alternativas para controlar este patdogeno han llevado a realizar investigaciones con
microorganismos endofitos que colonizan los tejidos de las plantas y aportan beneficios a los
cultivos agricolas. En este proyecto se probaron bacterias enddéfitas aisladas de tubérculos de
tres variedades de papa (Solanum phureja variedades: Chaucha ratona, Yema de huevo y
Chaucha amarilla tipo 1) como inhibidoras del crecimiento de Rhizoctonia solani in vitro. Las
bacterias endofitas utilizadas en esta investigacion se obtuvieron a partir de una coleccion que
contenia 104 enddfitos que fueron previamente aislados de tubérculos de papas. Luego de la
siembra de esta coleccion bacteriana, se observo que algunos cultivos presentaban mas de una
morfologia y se procedié a re-aislarlas. Se obtuvo 27 enddfitos adicionales, con lo que se tuvo
un total de 138 aislados bacterianos que fueron usados en los posteriores ensayos de inhibicion.
Para estos ensayos se sembrd en el centro de la caja Petri con medio PDA un pedazo de agar
(0.7 cm de diametro) de un cultivo de Rhizoctonia solani de 10 dias, y en cada extremo (cuatro)
se inocul6 colonias de endo6fitos microbianos, cada ensayo se realiz6 por triplicado. Después
de 7 dias de inoculacion se evalu6 el potencial de inhibicion de ciertas bacterias endofiticas, y
se encontré que 18 colonias tuvieron actividad para inhibir el crecimiento del hongo
fitopatdgeno. Posteriormente, se realiz6 una prueba estadistica ANOVA y una prueba de Tukey
con un nivel de significancia del 95%, y se determin6 que 10 endofitos microbianos tienen un
mayor potencial de antagonismo. Dentro de este grupo, las bacterias que mas inhibieron fueron
identificadas con los codigos A-79-4, D-79-19.2, A-82-5.2, C-82-15.2, D-82-17.1, D-82-16.2,
B-25-40, C-25-24, C-25-55.3, B-25-53.2. A partir de este estudio se sugiere realizar bioensayos
para evaluar la actividad de estas posibles cepas antagonistas en tubérculos de papas infectados
con Rhizoctonia solani. Ademas, se recomienda identificar las cepas bacterianas con potencial
de inhibicién mediante pruebas a base de DNA. Para finalizar, este estudio abre nuevos
caminos en la investigacion para encontrar soluciones frente a la enfermedad causada por esté
importante fitopatogeno.

Palabras clave: Rhizoctonia solani, papa, endéfitos microbianos, inhibicién in vitro.



ABSTRACT

Rhizoctonia solani is a phytopathogen that severely affects potato crops. Rhizoctonia solani
disrupt the potatoe’s growth physiology which causes significant economic losses. The search
for new alternatives to control this phytopathogen, have led to the investigation of endophytic
microorganisms that colonize plant tissues and benefit the crops. In this project, we tested
different endophytic bacteria, isolated from tubers of three potato varieties (Solanum phureja
varieties: Chaucha ratona, Chaucha amarilla tipo I and Yema de huevo) as inhibitors of in vitro
growth of Rhizoctonia solani. The endophytic bacteria used in this investigation was obtained
in a previous project. The stored collection contained 104 endophytic bacteria, that were
previously isolated from potato tubers. After sowing this collection, we observed that some
crops had more than one morphology, so we re-isolated again. An additional 27 endophytes
were obtained, giving a total of 138 bacterial isolates that were used in subsequent inhibition
assays. For these tests, a piece of agar (0.7 cm diameter) from a 10-day-old Rhizoctonia solani
culture was seeded in the center of the Petri dish with PDA medium, and microbial endophyte
colonies were inoculated at four opposite sides, each test was performed in triplicate. After 7
days of inoculation, the inhibition potential of endophytic bacteria were evaluated, it was found
that 18 colonies had capacity to inhibit the growth of the phytopathogenic fungus.
Subsequently, a statistical ANOVA test and a Tukey test were performed with a significance
level of 95% and it was determined that 10 microbial endophytes have a higher inhibition
potential. Within this group, the bacteria with the highest inhibitory capacity were identified
with the codes A-79-4, D-79-19.2, A-82-5.2, C-82-15.2, D-82-17.1, D-82-16.2 , B-25-40, C-
25-24, C-25-55.3, B-25-53.2. We suggest carrying out in vivo assays to evaluate the activity of
these possible antagonistic strains in tubers of potatoes infected with Rhizoctonia solani.
Furthermore, it is recommended to identify bacterial strains with inhibition potential by DNA-
based tests. To conclude, this study opens new ways in research to find solutions to the disease
caused by this important plant pathogen.

Key words: Rhizoctonia solani, potato, endophytic microorganisms, in vitro inhibition.
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1. INTRODUCCION

1.1 Origen de la papa

La papa (Solanum tuberosum) pertenece a la familia Solanaceae del género Solanum. La
papa se origind en Sudamérica y su domesticacion fue especificamente en Bolivia (Lagos
Titicaca y Poop0), aproximadamente hace 10.000 a 7.000 afios (Cortéz & Hurtado, 2002). El
centro de diversificacion primario fue la zona andina que corresponde a Colombia, Ecuador,
Perd, Bolivia y la parte norte de Argentinay Chile. El centro de diversificacion secundario fue
Mesoamérica que forma parte EI Salvador, Guatemala, el sur de México, Honduras, Nicaragua

y el noreste de Costa Rica (Andrade & Sherwood, 2002).

Solanum tuberosum se encuentra dividida en dos subespecies, Solanum tuberosum subsp.
andigena, las cuales son cultivadas en Centro América y Sur América; y Solanum tuberosum
subsp. tuberosum que se cultiva en otras latitudes: Europa, Africa, América del Norte y Asia
(FAO, 2009). La diferencia mas notoria entre estas dos subespecies es que Solanum tuberosum
subsp. andigena requiere de fotoperiodos mas cortos para formar el tubérculo (Hawkes, Brads,
& Mackay, 1994). Es importante mencionar, que otra especie domesticada de gran relevancia
por la formacion del tubérculo es Solanum phureja, que es cultivada en América del Sur, y se
distingue de otros cultivos de papas porgue no tiene dormancia del tubérculo, es decir, la

brotacion del tubérculo ocurre inmediatamente después de la cosecha (Plasited, 1982).

A nivel mundial, existen miles de variedades de papas, las cuales se diferencian por el color
de la pulpa y epidermis, diferentes ciclos de cultivo, necesidades de nutrientes, y resistencia a
plagas (Motesdeoca, Andrade, Cuesta, & Carrera, 2007). Como se ha mencionado, existen unas
diferencias claras entre los tipos de papas, no obstante, a estas se las clasifica en dos grandes

variedades: nativas y mejoradas (Monteros, Cuesta, Jiménez, & Lopez, 2005).
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1.2 Importancia de los cultivos de papa

El cultivo de papa ocupa el tercer lugar de alimentos importantes a nivel mundial después
del trigo y el arroz (FAOSTAT, 2019). La produccion de papa es alrededor de 388 millones de
toneladas a nivel mundial aproximadamente y la demanda aumenta cada dia (FAOSTAT,
2019). La papa es considerada un alimento basico en la dieta de las personas por el gran aporte
nutricional que brinda el tubérculo como: carbohidratos, vitaminas (C, B1, B3, B6), potasio,
fésforo, magnesio. Ademas, posee antioxidantes que contribuyen a prevenir algunas

enfermedades afines al envejecimiento (Prokop & Albert, 2008).

El cultivo de papa en Ecuador es uno de los méas importantes debido a que aporta grandes
beneficios econdémicos al pais (INIAP, 2002). Ademas, es la fuente de ingresos de varias
comunidades rurales e indigenas (INIAP, 2002). Se siembra alrededor de 33.000 hectareas de
papa anualmente en el Ecuador, dando un promedio de produccion de 377.090 toneladas
(INEC, 2019). En el Ecuador se han identificado tres zonas principales de produccion: norte,
centro y sur. La zona norte esta conformada por Carchi e Imbabura y es la zona mas productiva
de papa siendo ademas la que mas consume, pues en esta zona la papa es la fuente principal de
alimento. La zona centro pertenece a Pichincha, Chimborazo, Tungurahua, Bolivar y Cotopaxi

y por ultimo, la zona sur la conforman las provincias de Azuay, Loja y Cafar (INIAP, 2002).

1.3 Enfermedad “Rhizoctoniasis”

En los cultivos de papas se presentan grandes problemas que limitan la produccién, uno de
ellos es la susceptibilidad a diferentes enfermedades durante el ciclo de vida, estas son causadas
por bacterias, hongos, virus e insectos (Villarreal, 2013). Una de las enfermedades que afecta
a los cultivos de papa a nivel mundial es “Rhizoctoniasis™, la cual es causada por el hongo

Rhizoctonia solani, el cual es un basidiomiceto que no produce esporas y es identificado
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Unicamente por las caracteristicas distintivas de la estructura micelial (Kanetis, Tsimouris, &
Christoforou, 2016). Dentro de Rhizoctonia solani existen 13 grupos (AG), sin embargo, el

organismo que afecta a la papa es AG3.

Los sintomas de la enfermedad se presentan en el tubérculo (costra negra) y en el tallo de
la planta (cancro del tallo). El sintoma que se puede observar con facilidad es la costra negra,
debido a que se forma una masa dura de color negro sobre el tubérculo, llamados esclerocios,
donde estos cuerpos tienen formas irregulares, son de diferentes tamafios y pueden ser planos
0 presentarse como un bulto (Wharton & Wood, 2013). El hongo tiene la capacidad de
adherirse a la superficie, pero no puede penetrar ni dafar el tubérculo, sin duda, cuando se usa

como semilla la tasa de propagacion de la enfermedad es mayor (Wharton & Wood, 2013).

Pese a que la costra negra es el sintoma mas notable de Rhizoctonia solani, el cancro del
tallo tiene un efecto negativo en la fisiologia de la planta. Este sintoma surge al principio del
crecimiento, el hongo ataca a los brotes germinantes y causa la muerte de la planta (Brink &
Wustman, 2014). Al principio de la enfermedad los estolones, raices y tallos lesionados poseen
un color marron, posteriormente el hongo forma chancros con forma de grietas o crateres. El
cancro del tallo afecta el tamafio, cantidad y forma de los tubérculos, también causa efectos

negativos en relacién con el crecimiento de la planta (Brink & Wustman, 2014).

La enfermedad inicia cuando el hongo Rhizoctonia solani se encuentra como esclerocios y
micelios en los tubérculos o suelos infectados. Al sembrar semillas (tubérculos infectados) el
hongo primero se expande en la superficie del tubérculo, posteriormente afecta al brote e
infecta la raiz y el estolon primordial (Boogert & Luttikholt, 2004). EI hongo en el suelo tiene
el mismo efecto patogénico que por transmision con semillas infectadas (Bains, Bennypaul,

Lynch, Kawchik, & Schaupmeyer, 2002). La infeccién por Rhizoctonia solani tiene un mayor
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impacto cuando las temperaturas en el ambiente son de 5°C hasta 25°C, puesto que, es la
temperatura apropiada para el crecimiento de este fitopatdégeno (Brink & Wustman, 2014). Por
otro lado, la alta humedad del suelo, y un pH menores o igual a 7, son factores que favorecen

la infeccion de Rhizoctonia solani en los cultivos de papa (Brink & Wustman, 2014).

1.4 Control de enfermedades

Existen diversos controles para manejar este tipo de fitopatdgenos de suelo como son: el
uso de fungicidas y plaguicidas; rotacion de cultivos; uso de semillas certificadas; y el empleo
de diferentes desinfectantes pre-siembra (Bains, Bennypaul, Lynch, Kawchik, &
Schaupmeyer, 2002). Actualmente se han encontrado nuevas alternativas para manejar
Rhizoctonia solani, como el control bioldgico, siendo este un método amigable con el medio

ambiente (Downing & Thomson, 2000).

Dentro de los controles bioldgicos los microorganismos enddfitos juegan un papel
importante para suprimir el crecimiento de fitopatogenos (Calleros, Olalde, & Carling, 2000).
Las bacterias endofitas son microorganismos que forman parte de las plantas, por lo tanto, se
encuentran en la superficie o en la parte interna de los tejidos. Estos microorganismos no
causan ningun dafio a la planta, por lo contrario, tienen efectos positivos en el crecimiento de
las plantas hospedadoras; asi también cumplen funciones antagonistas contra diferentes
fitopatdgenos (Downing & Thomson, 2000). Las plantas proveen nutrientes a los
microorganismos Y estos les benefician a las plantas, alrededor del 30% de carbono fijado por
la fotosintesis es invertido en &cidos organicos, azucares y aminoacidos para nutrir a la
comunidad bacteriana (Calleros, Olalde, & Carling, 2000). Una fuente de endofitos
importantes para las plantas es la rizosfera, debido a que estos microorganismos tienen la

capacidad de penetrar y colonizar los diferentes tejidos internos (Sorensen & Sessitsch, 2007).
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Los mecanismos que realizan los endofitos al interactuar con las plantas son directos e
indirectos (Glick, 2014). Los mecanismos directos, son los que promueven el crecimiento de
la planta al producir fitohormonas, mientras que, los mecanismos indirectos se encuentran
relacionados con la inhibicion y control bioldgico de fitopatégenos, mediante la produccion de
metabolitos secundarios como: proteasas, sideroforos, compuestos volatiles (Glick, 2014). Las
especies de enddfitos microbianos que se encuentran con mayor frecuencia en las plantas son:
alfa, beta y gama Proteobacteria; Actinobacteria; Firmicutes; Bacteroides; Planctomycetes y
Verrucomicrobia, sin embargo, la cantidad de microorganismos depende de los distintos

factores abidticos y bioticos (Perez, Rojas, & Fuentes, 2010).

En el presente proyecto se desea analizar si los enddfitos aislados del tubérculo de papa

tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de Rhizoctonia solani usando técnicas in vitro.

1.5 Objetivo general

Evaluar la actividad inhibitoria de los microorganismos endofitos obtenidos del tubérculo
de la papa para inhibir el crecimiento del fitopatégeno Rhizoctonia solani mediante ensayos in

vitro.

1.6 Objetivo especifico

Subcultivar y purificar la coleccion de enddfitos bacterianos previamente aislados de

tubérculos de tres variedades de Solanum phureja.

Identificar bacterias endofiticas con actividad inhibitoria contra el fitopatdgeno

Rhizoctonia solani mediante ensayos de confrontacion in vitro.
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2. METODOS

2.1 Preparacion del medio Tryptic Soy Agar (TSA)

Para realizar la primera parte del proyecto se requirié preparar el medio de cultivo Tryptic
Soy Agar (TSA). Para preparar el medio de cultivo se suspendié 40g de medio TSA DIFCO
en un frasco Pyrex de 1000mL y se agregd 1L de agua destilada (Tankeshwar, 2019).
Posteriormente, se calentd y se mantuvo en constante agitamiento hasta que el polvo se disolvid
completamente, luego se autoclavé a 121°C durante 20min (Tankeshwar, 2019). Por dltimo,

se dispensd el medio autoclavado en cajas Petri dentro de la cabina de flujo laminar.

2.2 Subcultivo de endofitos bacterianos aislados de tubérculos de papa en medio de

cultivo Tryptic Soy Agar (TSA)

En esta etapa se utilizo la coleccion de 104 enddfitos microbianos aislados de tubérculos
de papas a partir de un experimento realizado previamente en el Laboratorio de

Agrobiotecnologia en la Universidad San Francisco de Quito e INIAP (Spooren, 2020).

Frente a un mechero se tomo con un palillo estéril una pequefia cantidad del inoculo de los
stocks almacenados a -80°C y se colocd en un extremo de la caja Petri con el medio TSA,
después con un isopo esteril se realizd el primer estriado y para los demas estriados se utilizé
el asa de siembra estéril (Minaxi & Saxena, 2010). Posteriormente, se incub6 a temperatura

ambiente durante 7 dias.

2.3 Purificacion de endofitos bacterianos

Después de 7 dias de incubacidn se verifico la pureza de cada subcultivo. Si un subcultivo
presentaba mas de una morfologia, se procedié a realizar el aislamiento de todas las

morfologias encontradas (Minaxi & Saxena, 2010). Frente a un mechero se recogioé con
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diferentes palillos estériles cada una de las colonias con distinta morfologia, y se colocé cada
inoculo en diferentes cajas Petri con medio de cultivo TSA, posteriormente con un isopo se
realizo el primer estriado, y para los demas estriados se utiliz un asa de siembra estéril (Minaxi
& Saxena, 2010). Para finalizar se incubd los medios ya aislados durante 7 dias a temperatura
ambiente, cuando se comprobd que solo exista una morfologia por cultivo (Minaxi & Saxena,

2010).

2.4 Preparacion del medio de cultivo Potato Dextrose Agar (PDA)

El medio de cultivo PDA se usé para el cultivo de Rhizoctonia solani y los ensayos in vitro.
En este caso se utilizd el medio de cultivo deshidratado Potato Dextrose Agar. Primero se
colocd 499 del medio en un frasco Pyrex con 1000 mL de agua destilada, después con ayuda
de un agitador magnético con calefaccién se logré disolver el medio de cultivo PDA y se
autoclavo a 121°C por 20 minutos (Rijal, 2015). Posteriormente, se retird el medio de la
autoclave, se dej6 enfriar y en una cabina de flujo laminar se reparti6 el medio en cada una de

las cajas Petri, por ultimo, se almacenaron los medios a temperatura (Rijal, 2015).

2.5 Ensayos in vitro de enddéfitos bacterianos contra Rhizoctonia solani

Segun Shehata, et. al. (2016), durante este proceso se requirio todos los enddéfitos
microbianos puros subcultivados en el medio TSA e incubados durante 7 dias. Ademas, se
utilizd el hongo Rhizoctonia solani que fue subcultivado en un medio de cultivo PDA e
incubado durante 10 dias a temperatura ambiente en la oscuridad (Cui, Yang, Wei, Li, & Chen,

2020).

Para realizar los ensayos de inhibicion in vitro, se utiliz6 cajas Petri con medios de cultivo

PDA. Primero frente a un mechero se abri¢ la caja Petri con el hongo Rhizoctonia solani y con
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un sacabocado estéril de 0.7 centimetros de diametro se cortd un pedazo de agar con el hongo
y se coloco en el centro de la nueva caja Petri con el medio PDA (Pérez, Ledn, & Galindo,
2015). Posteriormente con palillos estériles se tomaron las colonias puras de los cultivos de
enddfitos microbianos y se inocularon a un centimetro del extremo de la caja Petri con el hongo
(Pérez, Ledn, & Galindo, 2015). Por altimo, se incubd por 7 dias a temperatura ambiente en la
oscuridad. Es importante mencionar que se utiliz6 como control positivo Streptomyces lydicus,
el procedimiento de inoculacion fue el mismo que con las bacterias endoéfitas (Perez, Rojas, &

Fuentes, 2010). Estos experimentos se realizaron por triplicado para cada aislado.

2.6 Evaluacioén de endoéfitos bacterianos con actividad inhibitoria contra el

fitopatdgeno Rhizoctonia solani.

Posterior a 7 dias de cultivar los endofitos bacterianos con el hongo Rhizoctonia solani, se
realizo la identificacién de colonias que poseian actividad inhibitoria contra el fitopatdgeno
Rhizoctonia solani (Lahlali & Hijri, 2010). Para esto se observo el crecimiento de los endofitos
microbianos en cada caja Petri que fue sembrado por triplicado, y se eligi¢ las cepas bacterianas
que presentaron una actividad de inhibicién frente al fitopatogeno (Lahlali & Hijri, 2010).
Posteriormente, para cada triplicado de endo6fitos microbianos con actividad de inhibicion, se
midid las distancias existentes entre las colonias y los micelios del hongo, usando el programa

ImageJ 1.52a (Vinayarani & Prakash, 2018).

2.7 Andlisis estadistico

Con los valores de distancia, obtenidos por triplicado de cada endéfito microbiano con
potencial de inhibicion, se hizo un analisis de ANOVA de un solo factor, y las comparaciones
de las medias se realizo con la prueba de Tukey (p = 0,05) mediante el Software Estadistico

Minitab 18 (Andreote, y otros, 2009).
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3. RESULTADOS

3.1 Subcultivo y purificacion de enddéfitos bacterianos

Se cultivé los 104 aislados de la coleccidn almacenada, en placas de medio TSA. Después
de 7 dias se observé cada una de las placas, para comprobar que solo exista una sola morfologia
por aislado. Sin embargo, en 27 cultivos se encontrd colonias con distintas caracteristicas
morfoldgicas. Por lo tanto, se requirié separar las colonias que poseian morfologia diferente en

nuevas cajas Petri con medio TSA, para asi obtener cultivos puros (Figura 2).

En la Tabla 1 se muestra los 27 cultivos que presentaron mas de una morfologia, en total
se obtuvo 61 aislados. Los cultivos B-79-8, D-79-16, B-82-27, D-25-28, B-25-41, B-25-53 y
C-25-55, presentaron tres morfologias diferentes, mientras que en los 20 cultivos restantes
presentaron colonias con dos morfologias. Se obtuvo un total de 138 colonias sub-cultivadas
en medio TSA. El procedimiento de separacion es de gran importancia para las siguientes
etapas del estudio, debido a que nos permitird realizar un analisis exhaustivo de todos los

aislados individuales encontrados en los tubérculos de papa.

3.2 Evaluacidn de actividad inhibitoria de endéfitos bacterianos frente al

fitopatdgeno Rhizoctonia solani

Para evaluar la actividad inhibitoria de los endéfitos bacterianos, se realizd ensayos de
confrontacién in vitro entre cada aislado y el fitopatdgeno Rhizoctonia solani. Se realizo 38
ensayos, en los cuales por cada placa con PDA se sembré hasta cuatro colonias diferentes de
enddfitos microbianos, estos fueron ubicados a un centimetro de los extremos y en el centro se
coloco un disco micelial de 0,7 centimetros de didmetro de Rhizoctonia solani, En estos

ensayos de confrontacion, 18 aislados (Tabla 2) presentaron un halo de inhibicion entre las
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colonias y el micelio del fitopatégeno (Figura 3). Streptomyces lydicus fue usado como control

positivo.

Se midid la distancia que existia entre de cada una de las colonias y los micelios del hongo
usando ImageJ 1.52a, de esta manera se obtuvo un promedio por cada triplicado (Tabla 2). La
Tabla 2 se encuentra ordenada desde los end6fitos que tuvieron una mayor distancia hasta los
endofitos que tuvieron una menor distancia de inhibicién. La cepa A-79-4 form6 un mayor
halo de inhibicion frente al fitopatdgeno, la distancia fue de 6,55 milimetros, mientras que la
cepa que obtuvo una menor distancia de inhibicion fue B-25.1, ya que, solo se observo un halo

de inhibicién de 1,823 milimetros entre el micelio del hongo y el endofito.

En la Figura 4 se muestran los 18 enddfitos microbianos que tuvieron actividad inhibitoria
frente al crecimiento del hongo Rhizoctonia solani, y el control positivo conformado por el
microorganismo Streptomyces lydicus. En la Figura 4, cada barra representa la media de la
distancia de inhibicién. La letra en la parte superior de cada barra representa el grupo al cual
conforma cada enddfito microbiano (ANOVA Tukey 5%). Existen diferencias significativas
entre algunos grupos de endofitos microbianos, por lo tanto, hay 5 grupos el cual tienen un

potencial de inhibicién diferencial (Figura 4).

Se determind que 10 enddfitos (grupo a), tienen un mayor potencial de inhibicién frente al
crecimiento del fitopatdgeno Rhizoctonia solani. Es importante destacar que los 10 endéfitos
con mayor actividad de inhibicion deben ser estudiados meticulosamente, ya que, pueden ser

potencialmente usados como posibles controladores bioldgicos.
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4. DISCUSION

Actualmente, el desarrollo de nuevas estrategias para manejar enfermedades causadas
por hongos en los diferentes cultivos de plantas ha llevado a usar bacterias antagonistas de
patdgenos como una alternativa ante los controles convencionales (Perry, Moins, & Starr,
2009). Sin embargo, se ha visto que la eficacia de algunos microorganismos no es suficiente
para controlar estos fitopatdgenos, por lo tanto, una forma de mejorar estos controles biologicos
es usando mdltiples estrategias. Por esta razon, este estudio se basa en evaluar endofitos
microbianos de tubérculos de papa, ya que se ha visto que estos tienen multiples mecanismos
de inhibicion para controlar diferentes enfermedades causadas por hongos (Wagas, y otros,
2012). En este caso, se desea conocer la actividad antagonista de estos endofitos
especificamente frente al crecimiento del hongo Rhizoctonia solani, ya que mediante esta
informacion se pueden encontrar soluciones ante la enfermedad “cancro del tallo” y “costra
negra” en cultivos de papa, causadas por este fitopatogeno (Larkin, 2005).

En el presente trabajo fue de gran importancia realizar el subcultivo de 104 endofitos
microbianos, estos fueron previamente aislados de tubérculos de papa y almacenados a -80°C,
la coleccion se obtuvo a partir de un estudio, realizado previamente por Spooren, (2020).
Posteriormente, se encontrd que 27 cultivos tenian colonias con méas de una morfologia, por lo
que se aislaron segun sus diferencias morfoldgicas. El procedimiento de separar los endéfitos
microbianos es transcendental, de modo que se debe realizar de manera meticulosa, para
obtener cultivos con solo una morfologia.

Tener cultivos puros es necesario, ya que asi se lograra identificar exitosamente las
cepas que tienen actividad inhibitoria frente al fitopatégeno Rhizoctonia solani (Cui, Yang,
Wei, Li, & Chen, 2020). Ademas, que contribuira a estudios posteriores para facilitar la
identificacién molecular de los microorganismos que son de interés (Dale, Beeton, Harbison,

Jones, & Pontes, 2006). En la Figura 2 se puede observar la separacion exitosa de un cultivo
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que tenia dos colonias, estas fueron identificadas porque al visualizar los cultivos existian
colonias con distintas caracteristicas como: color, tamafio, forma, textura. Por lo tanto, se
realiz6 el mismo procedimiento para los 27 cultivos. Asi se logré aislar el resto de los cultivos,
y en total se subcultivé 138 enddfitos microbianos.

Para analizar la actividad de inhibicion, todos los microorganismos aislados, fueron
examinados mediante ensayos in vitro de confrontacion contra Rhizoctonia solani. En estos
ensayos se utilizé un control positivo, de este modo se pudo determinar con mayor seguridad
cuéles son los microorganismos que tienen la capacidad de inhibir (Ge, y otros, 2008). El
microorganismo utilizado como control positivo fue Streptomyces lydicus, puesto que ha sido
estudiado ampliamente por su capacidad de controlar e inhibir el crecimiento de diferentes
hongos fitopatdgenos (Ge, y otros, 2008). Streptomyces lydicus produce distintos metabolitos
secundarios, como enzimas liticas, las cuales logran descomponer la pared celular de
Rhizoctonia solani (George, 2019). Otro mecanismo de inhibicion es la produccion de
compuestos sideroforos, los cuales causan una privacion de nutrientes y el hongo muere
(George, 2019).

La actividad de inhibicion de endofitos bacterianos frente a Rhizoctonia solani se da
por distintos mecanismos. Segun la literatura, los endéfitos que colonizan los tejidos de la
planta pueden producir una variedad de metabolitos secundarios antimicéticos como: enzimas
liticas B- (1-3) glucanasas, quitinasas, y compuestos volatiles para contrarrestar el efecto nocivo
que causa Rhizoctonia solani en los cultivos de papa (Shanmugam, Gupta, & Dohroo, 2013).
El efecto de inhibicion de los end6fitos microbianos se manifesto, al observar en los cultivos
una distancia entre el micelio del hongo y la cepa (Figura 3). Este resultado puede interpretarse
en el contexto de los mecanismos que poseen los endofitos para controlar a Rhizoctonia solani,

como el antagonismo directo (Lugtenberg & Kamilova, 2009). Sin embargo, otro mecanismo
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es por competencia, en el cual los endofitos combaten con el fitopatdgeno por los nutrientes
presentes en el agar (Rosenblueth & Martinez, 2017).

Para conocer cuales enddéfitos poseen un mayor potencial antagonista se midio el halo
de inhibicién de los 18 endofitos en cada uno de los triplicados. En este caso, se encontrd que
el enddéfito A-79-4 tiene una mayor distancia de inhibicion, mientras que el endofito B-25-41
es el que menor distancia tiene frente al crecimiento del micelio del hongo. A pesar de no
conocer a que especie corresponden estos endofitos, se ha determinado en algunos estudios que
las cepas que tienen actividad antifingica frente a Rhizoctonia solani son: Bacillus,
Pseudomonas, Stenotrophomonas, algunos actinomicetos como Streptomyces mutabilis y
Streptomyces cyneofuscatus (Selim, Gomaa, & Essa, 2016). Por lo tanto, los endéfitos
estudiados en este proyecto probablemente pueden estar relacionados con estas cepas.

Luego de tener el promedio de la distancia de inhibicion de los 18 enddfitos, se realizd
una prueba estadistica ANOVA de un solo factor, y se determind que hay una diferencia
estadisticamente significativa en la distancia de inhibicidn entre los distintos microorganismos.
Complementariamente, se realiz6 una prueba de Tukey y se confirmé cuéles son los endofitos
que difieren entre si. En la Figura 4, se analiza que los 10 endofitos que conforman el (grupo
a), tienen una mayor actividad antifngica frente al fitopatdgeno. A pesar de existir diferencias
en las distancias de inhibicion, estos microorganismos tienen el mismo potencial. Es importante
mencionar que el control positivo (Streptomyces lydicus) se encuentra dentro de este grupo,
por lo tanto, esto nos asegura que los enddfitos (grupo a), pueden ser microrganismos
potenciales para controlar el crecimiento del fitopatégeno.

Aunque, se determind cudles enddfitos tienen un efecto de inhibicién, es necesario
realizar otro tipo de pruebas para poder evaluar y determinar con seguridad el antagonismo
contra Rhizoctonia solani. Por consiguiente, se debe efectuar otra evaluacion in vitro, como la

confrontacidn en ensayos de cultivo dual, esta técnica nos permitira tener resultados veraces y
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con menos errores, puesto que se tiene mayor control en distintos factores (Sriraj,
Sundravadana, & Alice, 2014). Ademas, se debe utilizar un control negativo en el cual solo
crecera el patégeno (Vinayarani & Prakash, 2018). Para tener resultados especificos se debe
calcular el porcentaje de inhibicién frente al crecimiento del micelio (Sriraj, Sundravadana, &
Alice, 2014). Por lo tanto, el error estandar se reducird y los resultados nos indicaran
informacion veraz sobre la actividad de inhibicion (Vinayarani & Prakash, 2018).

Debido a que Rhizoctonia solani es uno de los fitopatdgenos que ha causado mayores
efectos negativos en los cultivos de papas, ha sido de gran interés para los investigadores
desarrollar técnicas para controlar la enfermedad (Lahlali & Hijri, 2010). Por lo tanto, al tratar
de desarrollar controles biol6gicos, en varios estudios indican que los ensayos in vivo son
indispensables para analizar la actividad antagonista de los microorganismos (Barnard &
Gurevich, 2005). En este estudio no se logro realizar bioensayos in vivo con los 10 endofitos
prometedores, sin embargo, es de gran importancia, puesto que nos permitira evaluar los
efectos que tienen los enddfitos en tubérculos y plantas infectadas con Rhizoctonia solani.

Para el uso de controles bioldgicos, ademas de los ensayos de inhibicidn, es necesario
realizar otro tipo de anlisis como la identificacion a base de ADN (Shehata, Lyons, Jordan, &
Raizada, 2016). Mediante este analisis se caracterizard y se identificard a que cepas pertenecen
los distintos microorganismos con actividad de inhibicion frente a Rhizoctonia solani (Shehata,
Lyons, Jordan, & Raizada, 2016). La identificacion molecular se realiza a través de la
secuenciacion del gen 16S rRNA, siendo una técnica especifica para bacterias (Patel, Shah,
Joshi, Ramar, & Natarajan, 2019). Este analisis confiere varias ventajas para el uso de controles
bioldgicos, ya que, permite conocer especificamente las especies de microorganismos
endofitos con actividad antagonista (Shehata, Lyons, Jordan, & Raizada, 2016). Por lo tanto,
se pueden crear controles bioldgicos para minimizar los efectos nocivos de Rhizoctonia solani

en cultivos de papa (Shehata, Lyons, Jordan, & Raizada, 2016).
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5. CONCLUSIONES

El presente estudio demostré mediante ensayos in vitro que 10 microorganismos endofitos
aislados de tubérculos de papas tienen un potencial de inhibicion contra el fitopatdgeno
Rhizoctonia solani, debido a que tuvieron la capacidad de formar una zona de inhibicién
significativa, al suprimir el crecimiento del hongo. No obstante, para realizar estos ensayos fue
de gran relevancia trabajar con cultivos que contengan un solo aislado de endofitos
microbianos. Por lo tanto, este estudio reveld la importancia del aislamiento de colonias en
cultivos que tenian méas de dos morfologias, ya que, asi se logré realizar los ensayos con todos
los endofitos microbianos. Puesto que, con mayor validez se puedo determinar que las 10
bacterias enddfitas pueden ser microorganismos potenciales para inhibir el crecimiento del
hongo Rhizoctonia solani.

A pesar de los resultados obtenidos en este proyecto, la investigacion detallada sobre
ensayos in vitro no es suficiente para confirmar que los 10 endéfitos con potencial de inhibicion
son capaces de contrarrestar los efectos negativos causados por Rhizoctonia solani en plantas
y tubérculos de papas. Por ello, se recomienda realizar bioensayos in vivo con estos 10 posibles
endofitos, para confirmar la actividad antifungica e identificar los efectos que producen en
plantas y tubérculos cuando estan infectados con este fitopatogeno.

Por otro lado, después de realizar los estudios de inhibicién y determinar cuéles son los
endofitos antagonistas del fitopatdgeno, es necesario identificarlos usando técnicas a base de
ADN, debido a que, con esta informacion se puede realizar estudios exhaustivos, para conocer
los mecanismos de inhibicion y evaluar los efectos para minimizar la enfermedad producida

por Rhizoctonia solani en cultivos de papa.
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7. TABLAS

Tabla 1: Aislamiento de colonias con distintas morfologias en un subcultivo
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Muestra de Muestras Muestra de Muestras Muestra de Muestras
coleccion separadas coleccion separadas coleccion separadas
(Chaucha (Yema de (Chaucha
ratona) huevo) amarilla tipo
D
A-79-1 A-79-1.1 A-82-3 A-82-3.1 C-25-11 C-25-11.1
A-79-1.2 A-82-3.2 C-25-11.2
B-79-1.2 B-79-1.2.1 A-82-5 A-82-5.1 C-25-21.1 C-25-21.1.1
B-79-1.2.2 A-82-5.2 C-25-21.1.2
A-79-6 A-79-6.1 C-82-13 C-82-13.1 D-25-28 D-25-28.1
A-79-6.2 C-82-13.2 D-25-28.2
B-79-8 B-79-8.1 C-82-14 C-82-14.1 D-25-28.3
B-79-8.2 C-82-14.2 B-25-41 B-25-41.1
B-79-8.3 C-82-15 C-82-15.1 B-25-41.2
C-79-11 C-79-11.1 C-82-15.2 B-25-41.3
C-79-11.2 D-82-16 D-82-16.1 D-25-46 D-25-46.1
C-79-13 C-79-13.1 D-82-16.2 D-25-46.2
C-79-13.2 D-82-17 D-82-17.1 B-25-53 B-25-53.1.1
D-79-16 D-79-16.1 D-82-17.2 B-25-53.1.2
D-79-16.2 D-82-18 D-82-18.1 B-25-53.2
D-79-16.3 D-82-18.2 C-25-55 C-25-55.1
D-79-17 D-79-17.1 B-82-27 B-82-27.1 C-25-55.2
D-79-17.2 B-82-27.2 C-25-55.3
D-79-19 D-79-19.1 B-82-27.3
D-79-19.2
B-79-52 B-79-52.1
B-79-52.2
C-79-54 C-79-54.1
C-79-54.2

La tabla muestra los 27 subcultivos que presentaron colonias con diferente morfologia

y en cuantos cultivos se separo dependiendo de las distintas morfologias encontradas. La tabla

estad dividida por cultivos de endofitos microbianos pertenecientes a diferentes variedades de

Solanum phureja: Chaucha ratona, Yema de huevo, Chaucha amarilla tipo 1.
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Tabla 2: Distancia de inhibicion entre endofitos bacterianos contra el patdgeno Rhizoctonia

solani
Variedad de Solanum | Endéfito microbiano Distancia de inhibicion
phureja (milimetros +
Desviacion estandar)

Chaucha ratona A-79-4 6.55+1.77

Chaucha ratona D-79-19.2 6.421 £0.87

n.c S. lydicus(*) 6.226 + 0.80

Yema de huevo A-82-5.2 5.762 £ 0.97

Yema de huevo C-82-15.2 5.225+£0.79

Yema de huevo D-82-17.1 5.129+1.42

Yema de huevo D-82-16.2 5.08+1.05

Chaucha amarilla tipo I B-25-40 4.494 +1.03

Chaucha amarilla tipo I C-25-24 4.41+0.53

Chaucha amarilla tipo I C-25-55.3 4.05+1.20

Chaucha amarilla tipo I B-25-53.2 3.306 + 0.93

Yema de huevo C-82-22 323+1.94

Chaucha amarilla tipo I C-25-55.2 3.227 £0.99

Yema de huevo C-82-21 2.75+0.80

Chaucha amarilla tipo I A-79-3.1 2.74 +0.87

Yema de huevo A-82-7 2401 +0.89

Chaucha amarilla tipo I C-25-21 2.178 £1.01

Yema de huevo D-82-37 2.031+0.38

Chaucha amarilla tipo I B-25-1 1.823 £0.66

La tabla indica la mediay la desviacion estandar de la distancia de inhibicion formada entre
los 18 endofitos microbianos y el crecimiento del micelio del hongo Rhizoctonia solani. (*)
Streptomyces lydicus corresponde al control positivo del experimento. La distancia fue medida

en el programa ImageJ 1.52a.
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8. FIGURAS

Figura 1:Enddfitos aislados de tres variedades de Solanum phureja: Chaucha ratona,

Chaucha amarilla tipo | y Yema de huevo

En la figura se presenta algunas bacterias endofiticas que conforman la coleccion de
microorganismos que fueron aislados previamente en un estudio realizado en el Laboratorio de
Agrobiotecnologia en la Universidad San Francisco de Quito. (a) B-79-8.1 fue aislado del
tubérculo de papa de la variedad Chaucha ratona, (b) C-25-45 fue aislado del tubérculo de papa
de la variedad Chaucha amarillo tipo I, (c) C-82-13 fue aislado de tubérculo de papa de la
variedad Yema de huevo. Estos microorganismos fueron usados durante el actual estudio para

evaluar la actividad de inhibicion frente al fitopatdgeno Rhizoctonia solani.
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Figura 2: Purificacion de cultivo con mas de una morfologia

En la figura se presenta el correcto re-aislamiento de un cultivo en el cual existe dos
colonias con diferentes caracteristicas morfologicas. (a) D-25-46, cultivo con dos colonias de
enddfitos microbianos. (b) D-25-46-1, cultivo de enddfitos re-aislados, colonias de color
amarillo crema. (c) D-25-46-2, cultivo de endofitos re-aislados, colonias de color amarillo

intenso.
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Figura 3: Cultivo de confrontacién entre Rhizoctonia solani y endofitos microbianos aislados

de tubérculos de Solanum Phureja

(a) B-25-40 y Streptomyces lydicus inhiben crecimiento del patégeno. Los endéfitos B-
79-8.3 y B-79-16.2 promueven el crecimiento de Rhizoctonia solani, (b) En total se encontr6
18 enddfitos con actividad de inhibicidon frente a Rhizoctonia solani. En la figura se sefiala con
un recuadro las colonias que tienen actividad de inhibicion en cada ensayo de confrontacion

contra el fitopatogeno.
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Figura 4: Evaluacion in vitro de la distancia de inhibicion entre los enddfitos microbianos

frente al fitopatégeno Rhizoctonia solani

La grafica muestra las medias de la distancia de inhibicién (mm) formada por cada
endofito con potencial antifungico. Las barras de error indican la desviacion estandar del valor
promedio de la distancia. Las letras en la parte superior de cada barra indican los grupos al cual
pertenece cada endofito. Los 10 enddéfitos que conforman el (grupo a), mas el control positivo
(Streptomyces lydicus), indican que tienen un mayor potencial para inhibir el crecimiento del
fitopatdgeno Rhizoctonia solani. La informacion se obtuvo a partir de ANOVA y Tukey con

un nivel de significancia del 95%.



