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Resumen

Las bacterias promotoras de crecimiento en plantas (PGPB) promueven una agricultura limpia y
sustentable, asi como la reduccién de agroquimicos. 35 Actinomicetos fueron aislados de muestras
de suelo de cultivos de “vid” Vitis vinifera (Vitaceae), Ica. Estas 35 cepas fueron caracterizadas
por su capacidad enzimatica para degradar “avena”, lecitina, almidén, caseina, tween-81 y
carboximetilcelulosa. Se seleccionaron 18 cepas actinomicetales con la mejor respuesta antagonista
contra Aspergillus sp. luego de ser evaluadas en diferentes medios de cultivo tales como agar
nutritivo, plate count agar, agar papa dextrosa y un nuevo medio de cultivo denominado ASMICO.
Se evalu6 la capacidad PGPB cualitativamente mediante la solubilizacién de fosfatos, fijaciéon de
nitrégeno, produccién de sideréforos y produccién de acido indol acético (AIA). Se seleccionaron
4 actinomicetos con mejor antagonismo y con al menos una de las caracteristicas PGPB. Luego se
enfrentaron contra el fitopatégeno Phytophthora cinnamomi al cual solo crecié 10 mm en comparacién
a los 49 mm del control negativo. Mediante ANOVA utilizando el software Statistica 10, se confirmé
que ASMICO posee el mayor efecto y difiere significativamente (p <0.05) a los 3 otros medios
utilizados. Se concluye que los actinomicetos aislados de suelos de cultivos de “vid” son una fuente
potencial como productores de metabolitos antiftiingicos, asi como PGPB.

Palabras clave: Actinomicetos; “vid”; antiftingicos; antagonismo; PGPB.

Abstract

Plant growth-promoting bacteria (PGPB) are a tool that helps to have clean and sustainable
agriculture as well as in the reduction of agrochemicals. 35 Actinomycetes were isolated from soil
samples from vine, Ica crops. These 35 strains were characterized by their enzymatic ability to degrade
different substrates such as oats, lecithin, starch, casein, tween 81 and carboxymethylcellulose. 18
actinobacteria strains were selected that had the best antagonistic response against Aspergillus
sp. after being evaluated by bilayer technique in different culture media such as nutrient agar,
plate count agar, potato dextrose agar and a new culture medium called ASMICO. To verify the
PGPB capacity, phosphates solubilization, nitrogen fixation, siderophore production and acetic
indole acid (AIA) production were qualitatively evaluated. 4 actinomycetes were selected with the
best antagonism and with at least one of the PGPB characteristics. They then clashed against the
phytopathogen Phytophthora cinnamomi which reduced their growth to 10 mm compared to 49 mm
of negative control. Using ANOVA with the Statistica 10 software it was confirmed that the new
ASMICO culture medium has the greatest effect and is significantly (p <0.05) different compared
to the 3 other media used. It is concluded that actinomycetes isolated from Vine crops soils are a
potential source to be used as producers of antifungal metabolites as well as PGPB.

Keywords: Actinomicetes, vid, antifungal, antagonism, PGPB.
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Introduccion lo cual a su vez crea la necesidad de
mantener una alta productividad en
los campos de cultivo y la seguridad
alimentaria para estas poblaciones (Singh
et al., 2009). Sin embargo, esto lleva a los

El cambio climatico es una de las
mas severas preocupaciones para las
politicas de los gobiernos y agricultores

en las ultimas 2 décadas. El cambio en las . . .
agricultores a utilizar grandes cantidades

de fertilizantes quimicos y pesticidas para
aumentar los rendimientos de los cultivos.

condiciones climéticas estd directamente
relacionado con el aumento poblacional,
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Aquellos fertilizantes son sintetizados
quimicamente a partir de nitrégeno, fésforo
y potasio principalmente los cuales al ser
usados  indiscriminadamente  provocan
contaminacion del suelo, aire y agua ya sea
directa o indirectamente (Galloway et al.,
2019) (Youssef & Eissa, 2014). El continuo
uso de fertilizantes, biocidas y pesticidas
afectan negativamente la microflora natural
la cual incluye bacterias, hongos, micorrizas,
cianobacterias y protozoarios presentes en
la rizésfera causando un desbalance en el
ecosistema natural, afectando la promocién
del crecimiento, control de enfermedades,
tolerancia tanto a sales como al estrés por
metales pesados (Dash et al., 2017) (Dash
et al., 2018) (Wani et al., 2016). La rizésfera
de las plantas es una fina capa de suelo
adherida a la superficie de las raices, alli es
donde se llevan a cabo grandes reacciones
benéficas  plantas-microorganismos en
donde las bacterias asociadas al crecimiento
de las plantas son denominadas bacterias
promotoras del crecimiento en plantas
PGPB (Kumar et al., 2016) (Kumar et al.,
2017). Los microorganismos antagonistas y
sus metabolitos bioactivos representan una
de las mejores alternativas a los pesticidas
de sintesis quimica en el control de plagas
en cultivos para una agricultura sustentable
y seguridad alimentaria (Xu et al., 2019). En
general, los microorganismos controladores
pueden interactuar con los fitopatégenos
mediante diversos mecanismos incluyendo
la produccion de antibidticos y enzimas
liticas, competicion  por nutrientes,
detoxificaciéon de toxinas y degradacion
de factores de virulencia (Berg ef al., 2006).
Diversas especies del género Aspergillus
son toxigénicas y perjudicial debido a que
producen agentes tipo poliquétidos como
Aflatoxina B1 (AFB1), B2 (AFB2), G2 (AFG1),
G2 (AFG2) y acido ciclopiazénico (Picot et
al.,2017). Los cultivos agricolas tales como

semillas de “algodén”, “mani” y frutos secos
son muy propensos a contaminacién por
aflatoxinas, las cuales son extremadamente
carcinogénicas, teratogénicas, mutagénicas
y supresoras del sistema inmune cuando
son ingeridas
cantidades por animales y humanos
(Cleveland et al., 2003) (Mobeen et al., 2011).
Asi también, el oomycete Phytophthora

incluso en pequefias

sp. representa a uno de los principales
fitopatégenos en los cultivos horticolas
(Kunoba et al., 2016). Entre los candidatos
como biocontroladores, las actinobacterias
Streptomyces
inmenso valor porque ellos son potentes

en especial los son de
productores de compuestos bioactivos con
multiples propiedades bioldgicas sumado
a sus propiedades filamentosas y de
esporulacién que les permiten sobrevivir
bajo condiciones ambientales desfavorables
(Vurukonda et al., 2018). Es por ello la
importancia y el objetivo del presente
articulo, estudiar actinomicetales aislados
de cultivos de “vid” y evaluar su potencial
utilidad como PGPB.

Material y métodos

Aislamiento y caracterizacion

enzimatica de actinomicetos

Muestras compuestas de suelo fueron
colectados de 2 fundos de la ciudad de Ica
ubicados segin coordenadas: 14°05'00.1”S
75°43’58.5”W, los cuales se caracterizaban
“Oidiosis”.

Estas muestras fueron procesadas en el

por presentar cuadros de

laboratorio de Micologia Aplicada de
UNMSM tomando 10 g de suelo en 90 mL
de solucién salina, se diluy6 hasta 10" y se
sembré 1 mL por incorporacién utilizando
como medio el caldo Bushnell Hass (BH)
suplementado con carboximetilcelulosa
(CMC) al 0,5 % y agar agar 15 g/L. Se
realizé por quintuplicado y se incub6 a 30°C
durante 20 dias (Evangelista et al.,, 2014).
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Se aislaron las colonias que presentaron
las caracteristicas culturales tipicas de
actinomicetos (Holt]JG et al., 2000) y después
de varios pasajes sucesivos en agar BH +
CMC se purificaron y se criopreservaron
a -20°C en agar BH+CMC1% con glicerol
al 20%.
enzimaticas, las cepas fueron evaluadas por

Para evaluar las caracteristicas

su crecimiento en 6 diferentes sustratos tales
como: avena, lecitina, caseina, tween 81,
almidén y carboximetilcelulosa. Ademads, se
evalu6 su crecimiento sobre Agar Nutritivo
(AN), Plate count Agar (PCA), PDA
(Agar papa dextrosa) y un nuevo medio
denominado ASMICO el cual fue elaborado
a partir del caldo Bushnell Hass, sacarosa y
un aporte de biomasa fungica dado por el
hongo Aspergillus sp.

Cepas fungicas Testigo

Se utilizaron 2 cepas fungicas testigo,
una de las cuales fue Aspergillus sp. La cual
se aisld a partir de muestras de suelo de
los cultivos de “vid”, diluidas hasta 10"y
sembradas en “papa” dextrosa agar (PDA).
Se procedié a realizar pasajes sucesivos
hasta la purificaciéon de la cepa, la cual
finalmente fue identificada como Aspergillus
sp. en el Laboratorio de Micologia Aplicada
UNMSM. La otra cepa fue Phytophthora
cinnamomi adquirida del banco de cepas de
la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM).

Preparacion de medios de cultivo

Para la preparacién del medio ASMICO
se utiliz6 biomasa de la cepa de Aspergillus
sp. la cual fue reactivada sembrando una
asada en agar PDA, luego de 7 dias de
incubacién se tomaron con sacabocado 5
discos de 8 mm de diametro y se colocaron
en 5 matraces conteniendo caldo Czapeck
y sacarosa 15 g/L. Se fermenté durante 7
dias a 120 rpm y 30 °C. Los matraces fueron
autoclavados a 121°C y 1,5 psi de presion,

5714 | 27 (2): Mayo - Agosto, 2020

se tamizé utilizando gasa estéril para
separar la biomasa de la fase liquida. Dicha
biomasa fangica obtenida por el proceso
fermentativo fue secada en horno a 60 °C
durante 3 horas. Finalmente se guardé en
frasco estéril hasta su uso. Para preparar el
medio de cultivo ASMICO se tom6 biomasa
seca (1,4 % p/Vol.) 1,4g/100 mL, cloruro de
sodio 0,12g/L, cloruro de potasio 0,15g/L,
citrato de sodio 0,29 g/L, sacarosa 4,0 g/L
y se completd con 15 g/L de agar-agar. Los
otros 3 medios de cultivo se elaboraron
segun su indicacion comercial.

Pruebas de antagonismo

En cada uno de los 4 medios de cultivo
se colocaron 4 cepas actinomicetales,
sembradas por estriado y cada extremo, se
incubaron a 30° C durante 72 horas (Zhao
et al., 2018). Luego se procedi6 a colocar la
cepa testigo Aspergillus sp. en el centro de
la placa. Se sembr6 también la cepa fungica
testigo sin actinomicetos como control
negativo. Todas las placas se sembraron
por triplicado y fueron incubadas a 30° C
durante 7 dias. Luego de este periodo se
procedi6 a verificar cada placa y comparar
con el control negativo para verificar la
inhibicién, el valor de antagonismo se
calcul6 restando el tamafio del diametro
del hongo crecido en el control negativo
menos el tamafio del didmetro del mismo
Aspergillus sp. que fue enfrentado contra los
actinomicetos. A partir de esos resultados
se seleccionaron 18 cepas actinomicetales
con los mejores resultados de antagonismo.
Posteriormente se escogieron las 4 cepas
de mayor inhibicién y con al menos 1 de
las caracteristicas PGPB y se enfrentaron
Phytophthora Estas
pruebas fueron realizadas sobre agar PDA
siguiendo la misma metodologia contra

contra cinnamomi.

Aspergillus sp.
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Evaluaciéon de la capacidad PGPB de
actinomicetos

Del total de 35 cepas, se seleccionaron
aquellas 18 que presentaron los mejores
resultados  de  antagonismo,  estos
actinomicetales fueron evaluados para
conocer sus caracteristicas PGPB, tal como

se detalla a continuacién:
Produccion de sider6foros

Las cepas fueron inoculadas en el medio
descrito por S & T (Simon & Tessman, 1963),
incubadas a 30°C con agitaciéon de 120 rpm
por 14 dias. Se centrifugd 5 ml del cultivo
a 4 000 rpm por 6 min, colocando 100 pL
del sobrenadante de cada cultivo con 100
pL de la solucion de 5 mM de perclorato
férrico (SIGMA-ALDRICH) en 0,14 M de
acido sulftrico. Para indicar presencia de
sideréforos debi6 ocurrir el cambio de color
de la mezcla anterior a un café rojizo.

Fijacién de nitr6geno

Las cepas de los actinomicetos fueron
sembradas por puntura en Agar NFB, se
busc6é determinar la capacidad de estos
microorganismos para utilizar el N, como
la tnica fuente nitrogenada, se evalu¢ asi
la capacidad de estas actinobacterias para
crecer en la superficie de dicho medio
(Valdes et al., 2005). Las placas fueron
incubadas a 30°C por 14 dias, luego de este
tiempo se verifico el crecimiento y tamafo
de los halos obtenidos.

Solubilizaciéon de fosfatos

Las cepas aisladas de actinomicetos
fueron reactivadas en caldo bushnell Hass
+ sacarosa 15%, posteriormente, se sembré
cada cepa en placas con medio SRSM-1
(Vasquez et al., 2000) (Gunmarsson et al.,
2004), evaluando la presencia de acidos
organicos por la variacion de pH del medio,
lo cual producird un cambi6é de color de

rojo a amarillo. Las placas fueron incubadas
por 14 dias a 30°C, luego de este tiempo se
midi6 el tamarfio de los halos obtenidos.

Produccion de A4&cido indol acético
(AIA)

Los actinomicetos fueron colocados
en el Caldo B suplementado con triptona
e incubados a 30°C, agitacién de 120 rpm
durante 14 dias. Luego de este tiempo se
centrifugé 5 ml de cada cultivo a 3 000 rpm
por 15min, se retir6 100 pL del sobrenadante
y en un tubo aparte se agregé 200 pL del
reactivo de Salkowsky, finalmente, se dejo
en oscuridad durante 15 minutos. La lectura
positiva para indicar presencia de AIA fue
dada por el viraje de color, de amarillo a
fucsia (Celis et al., 2007).

Analisis estadistico

Mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) utilizando el software Statistica
10, se compard la influencia de los diferentes
medios de cultivo en la produccién de
metabolitos antifingicos verificando asi
si existe diferencias significativas entre
los diferentes medios de cultivo. Para ello
se estableci6 la siguiente hipétesis: H,,
No hay diferencia significativa entre los
grupos evaluados (u1= u2= n3= p4) Es decir
los medios de cultivo no influyen en la
respuesta antagonista de los actinomicetos,
H,, Al menos uno de los grupos evaluados
es significativamente diferente (nl# p2#
u3# p4). Es decir, los medios de cultivo si
influyen en la respuesta antagonista de los
actinomicetos. Se utilizé un alfa a=0.05

Resultados

Aislamiento y caracterizacion

enzimatica de actinomicetos

35 actinomicetos fueron aislados de
suelos de cultivos de “vid” Vitis vinifera
(Vitaceae) en Ica, Pert. Debido a sus
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caracteristicas culturales tipicas en los
diversos medios de cultivo, entre ellos
el agar con CMC, que les permiten un
crecimiento bien diferenciado con otros
grupos microbianos, se pudo lograr un
aislamiento sin demasiadas purificaciones,
favoreciendo asi un aislamiento mas
eficiente. En resumen, este estudio permitié
confirmar que 31 cepas (88,6%) fueron
capaces de degradar avena, 32 cepas
(91,4%) poseen lecitinasas, 29 cepas (82,9%)
degradan caseina, 8 cepas (22,9%) poseen
esterasas, 33 (94,3%) cepas poseen amilasas
y 30 cepas (85,7%) degradan CMC.  (Tabla
1)

Influencia de los medios de cultivo

Los 4 medios de cultivo evaluados

permitieron evidenciar que el poder
antagonista de los actinomicetos varia
dependiendo del medio en el cual se
desarrollala prueba. Asise pudo comprobar
que el medio ASMICO, elaborado con
biomasa de Aspergillus sp., sales y sacarosa
fue el que present6 los mejores resultados
en comparacion a PDA, PCA y AN. En
la Figura 1 se puede apreciar el poder
antagonista de algunos de los actinomicetos
seleccionados, en los diferentes medios de
cultivo. Se confirmé que en los 4 medios
de cultivo existe inhibicion de Aspergillus
sp. sin embargo fue el medio de cultivo
ASMICO el que permiti6 obtener los

mejores resultados de antagonismo.
Pruebas de antagonismo

De las 35 cepas de actinomicetos
aisladas, 18 fueron seleccionadas debido
a que presentaron inhibiciéon contra la
cepa testigo Aspergillus sp. (Tabla 2). La
respuesta antagonista en los 4 medios
de cultivo utilizados se evidencia con la
Figura 1. El medio de cultivo ASMICO
fue el que presentd las medias mas altas
con 26,2 mm como tamafio promedio por
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la inhibiciéon en el crecimiento del hongo
testigo (Figura 2). En base a los mayores
tamafos de inhibicién provocado contra
Aspergillus sp. 4 cepas de actinomicetos
fueron seleccionadas Act-1, Act-11, Act-17
y Act-22. Estos 4 actinomicetos provocaron
la inhibicion de Phytophthora cinnamomi,
reduciendo su crecimiento hasta 10 mm de
didmetro en comparacién a los 49 mm del
control negativo, reduciendo en 39 mm el
crecimiento del fitopatogeno testigo (Figura
3).

Evaluacion de la capacidad PGPB de
actinomicetos

Se confirmé que 8 actinomicetos
presentaron capacidad para solubilizar
fosfatos. 2 actinomicetos con capacidad para
producir sideréforos fueron seleccionados,
las cepas Act-1 y Act-22, y debido a que
también presentaron poder antagonista,
fueron seleccionadas. La cepa Act-11 fue
seleccionada debido a la producciéon de AIA
y por ser una cepa con poder antagonista.
Y finalmente la cepa Act-17 present6
propiedades para fijar nitrégeno, por ello
fue la ultima en ser seleccionada. Con estos
resultados se seleccionaron las 4 cepas que
presentaron tanto actividad antiftingica, asi
como al menos 1 de las propiedades PGPB.
En la tabla 3 se resumen las caracteristicas
PGPB de las 18 cepas seleccionadas.

Andlisis estadistico

ANOVA
la existencia de

Mediante al anélisis

confirmoé

se
diferencias
significativas entre los 4 medios evaluados
ya que se obtuvo un p <0.05 (Tabla 3), por lo
cual se rechaza la hipétesis nula y se acepta
la hipétesis alternativa. El andlisis Tukey
evidenci6 que el medio ASMICO es el tnico
que muestra dicha diferencia (Tabla 4).
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Discusion

Debido a las caracteristicas culturales
tipicas de los actinomicetos en los diver-
sos medios de cultivo, entre ellos el agar
con CMC, que les permiten un crecimiento
bien diferenciado con otros grupos micro-
bianos, se pudo lograr un aislamiento sin
demasiadas purificaciones, favoreciendo
asi un proceso mas eficiente. Dichos aisla-
mientos fueron favorecidos por la utiliza-
ciéon de carboximetilcelulosa (CMC) al 0,5%
ya que a pesar de ser una fuente carbona-
da que limita el crecimiento de gran parte
de flora acompafante, si es asimilable por
los actinomicetos (Grigorevski et al.,2005).
Mientras que el nitrato de amonio y las
demads sales (Sulfato de magnesio, cloruro
de calcio, fosfato monopotésico, fosfato di-
potasico y cloruro férrico) aportadas por el
medio Bushnell Hass (BH) actuaron como
fuente nitrogenada y suplemento de micro-
nutrientes, respectivamente. Al utilizar un
medio con baja concentracién de nutrientes
y una fuente carbonada de dificil degrada-
cién por la mayoria de flora bacteriana se
pudo utilizar la dilucién més concentrada
10" mejorando asi los tiempos de aislamien-
to y purificacion de las cepas. A diferencia
de autores como Gansean et al. (2017). en
donde realiz6 diluciones seriadas hasta 10
6 10° ademas de utilizar medios altamente
enriquecidos con fuentes carbonadas y ni-
trogenadas e incluso antiftiingicos. La tabla 1
revela una gran capacidad por parte de los
actinomicetos para excretar enzimas liticas.
Estos resultados permiten confirmar una
elevada expresion y secrecion de enzimas
lo cual favorece una mejor respuesta anta-
gonista ya que muchas veces estos metabo-
litos pueden interactuar directamente sobre
fitopatégenos causando su inhibicion (Pal et
al., 2006). Ademas, esta caracteristica mul-
tienzimdtica les permite degradar mayor
cantidad de sustratos presentes en el suelo

y por lo tanto sobrevivir y adaptarse mejor.

Cuando se comparé la influencia de
los 4 medios de cultivo sobre la respuesta
antifingica contra Aspergillus sp. se
observé con claridad que el nuevo medio
de cultivo ASMICO favorece la produccién
de antiftingicos a pesar que las colonias de
los actinomicetos fueron mas pequefias en
este medio en comparacién a los otros 3.
Esto indica claramente que la produccion
de biomasa microbiana no necesariamente
nos indica una mayor produccién de
Esto se puede explicar

porque el metabolismo microbiano en un

antifangicos.

medio con alta cantidad de nutrientes se
direcciona hacia el crecimiento sin embargo
en un medio con baja cantidad de nutrientes
para la
produccién de metabolitos secundarios con
propiedades antiftingicas. Esto explicaria el

se activan rutas metabdlicas

mayor efecto antagonista en el nuevo medio
de cultivo. Esta inhibicién mostré diferentes
comportamientos del hongo testigo ya
que, aunque pudo crecer con facilidad en
los 4 medios de cultivo estudiados fue en
los medios ASMICO y PDA en donde el
tamafio de sus colonias fue reducido con
mayor notoriedad, minimizando incluso la
altura del micelio aéreo. Estos resultados
son congruentes con lo demostrado por
Grahovac et al. (2014) quienes afirmaron
que la produccién de antiftngicos varia
dependiendo de los nutrientes que se
utilizan para el crecimiento. Mediante la
prueba de HSD-Tukey se confirmé que
de los 4 medios de cultivo evaluados fue
el medio ASMICO el dnico que presentd
diferencia significativa (Tabla 4), con lo
cual se afirma que este nuevo medio de
cultivo es un inductor en la produccion
de antifingicos en mayor medida que los
otros 3 medios comerciales utilizados. Lo
cual también esta directamente relacionado
con el stress nutricional inducido por la
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poca cantidad de nutrientes que a su vez
provocan la activacién de rutas metabdlicas
que desencadenen en la producciéon de
antimicrobianos (Lino et al., 2016). Debido a
la limitacion de nutrientes tanto en variedad
como en concentracion en el medio
ASMICO se favoreci6 el poder antagonista
de la mayoria de cepas actinomicetales
evaluadas. Las 4 cepas actinomicetales
seleccionadas nos permitieron afirmar
que dichas cepas producen compuestos
antifngicos capaces de inhibir también el
crecimiento de Phytophthora cinnamomi. Este
poder antagonista se hizo evidente con los
39 mm de reduccién en el crecimiento de
dicho fitopatégeno. Elmedio ASMICO fueel
mas idoneo para realizar dicha seleccion ya
que permitié encontrar una mayor cantidad
de cepas actinomicetales con potencial para
excretar metabolitos antifingicos. Ya que
si no se hubiese realizado las pruebas de
antagonismo en este medio la cantidad de

cepas seleccionadas hubiese sido menor.

El 44,4% de actinomicetos presentaron
capacidad para solubilizar fosfatos, y
fue esta la mejor respuesta de todas
PGPB evaluadas.
Dentro de estas 8 actinobacterias,

las 4 caracteristicas
se
encontraron 3 cepas que presentaron
los mejores resultados de antagonismo,
esto permitié seleccionarlas debido a que
son productores de antifingicos y son
capaces de solubilizar fosfatos. Dentro de
los microorganismos solubilizadores de
fosfatos también se destacan Acinetobacter
sp. Bacillus sp. y Pseudomonas sp. (Joe et al.,
2016). Estos microorganismos, asi como
un gran numero de actinobacterias son
consideradas promotoras del crecimiento
en plantas por lo que es importante
su estudio ya que permiten mejorar la
produccién, asi como reducir el consumo de
fertilizantes. La evaluacién de sideréforos
es un factor importante, ya que facilitan el
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ingreso de hierro a las plantas. Al evaluar
la produccién de acido indol acético AIA,
nos permitié seleccionar cepas productoras
de esta fitohormona que estd directamente
involucrada en la diferenciacion celular, la
division celular, asi como en la elongacion
de las plantas (Goswami et al., 2016).
Nuestros resultados confirmaron que la
cepa Act-11 es un actinomiceto productor
de AIA, por ello y por ser una cepa con
poder antagonista esta cepa también fue
seleccionada. El Nitrégeno esta presente
en el suelo de forma abundante, pero en
forma no asimilable para las plantas, ya que
las plantas lo consumen bajo la forma de
amonio (NH,) y nitrato (NO,). La conversién
de nitrégeno atmosférico N, hasta dichas
formas asimilables tales como amonio
(NH,) y nitrato (NO,) es conocido como la
fijacion de nitrégeno, dicha habilidad est4
presente en bacterias y arqueas (Das et al.,
2015),
aislar y seleccionar a la cepa Act-17 debido
a que se le encontré esta caracteristica y
también produce metabolitos antiftingicos.

nuestros resultados permitieron

Debido a estos resultados los actinomicetos
seleccionados fueron 4 y codificados
como Act-1, Act-11, Act-17 y Act-22.
Por lo anterior se afirma que es muy
importante evaluar diferentes medios de
cultivo para una buena seleccién de cepas
actinomicetales productoras de antiftingicos
que inhiben tanto a Aspergillus sp. asi como
a Phytophthora cinnamomi asi como para
seleccionarlas como potenciales bacterias
promotoras de crecimiento en plantas o
también llamadas PGPB. Finalmente, estos
resultados nos brindan una técnica sencilla
para aislar actinomicetos de cultivos de
“vid” los cuales pueden ser utilizados tanto
en el biocontrol de fitopatégenos asi como
estimulantes del crecimiento en plantas, en
pro de una agricultura sustentable y con
menos agroquimicos.
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Conclusiones

Los actinomicetos aislados de cultivos
de “vid” Vitis vinifera (Vitaceae) en Ica,
producen metabolitos antifingicos capaces
de inhibir a Aspergillus sp. y Phytophthora
cinnamomi. Ademas, estas actinobacterias
poseen caracteristicas que les confiere
pertenecer al grupo de bacterias promotoras
de crecimiento de plantas PGPB. Es
importante utilizar diferentes medios de
cultivo para evaluar el poder antagonista
de las cepas actinomicetales ya que dicha
inhibicion puede verse aumentada o
disminuida por el tipo y concentraciéon de
los nutrientes que se utilicen.
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Fig. 1. Respuestas antiftiingicas de actinomicetos contra Aspergillus sp. en los 4 medios de
cultivo. 1: PCA, 2: PDA, 3: ASMICO, 4:AN. Todas las B, indican los controles negativos.

Evaluacion de las medias en los 4 medios de cultivo de cultivo.
p=0.00005
Barras verticales indican +/- error estandar
30
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24 |
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Fig. 2. Comparaciéon de las medias de los antagonismos (parte superior de las barras)
obtenidas en cada uno de los medios de cultivo. ASMICO se diferencia de los otros 3
medios comerciales.
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Fig. 3. Inhibicion de Phytophthora cinnamomi por las 4 cepas de actinomicetos seleccionados.
Prueba realizada sobre PCA. A: control negativo: 49 mm B: con actinomicetos,10 mm.

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas de las cepas actinomicetales en diferentes sustratos

Cepa Avena Lecitina Caseina Tween81  Almidon CMC1%

Act-1 + + + - + +
Act-2 + + + B + +
Act-3 + + + + + +
Act-4 + + + - + +
Act-5 + + + - + +
Act-6 + + + - + +
Act-7 + + + + + +
Act-8 + + + - + +
Act-9 - - - - - -
Act-10 + + + - + +
Act-11 + + + - + +
Act-12 + + + - + +
Act-15 + + + - + +
Act-16 + + + - + +
Act-17 + + + - - +
Act-18 + + + - + +
Act-19 + + + - + +
Act-20 + + + - + +
Act-21 - + + - + +
Act-22 + + + - + +
Act-23 + + + + +
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Act-24 + +
Act-25 -
Act-26 +
Act-27
Act-28
Act-29
Act-30
Act-31
Act-32
Act-33
Act-34
Act-35
Act-36
Act-37

+

1
+ o+ o+ 4+
1
+ o+ o+ o+ o+ 4+

+ + + + o+ 4+ o+ o+
+

+
1
+ + + + + 4+ o+ + + o+ + o+ 4+ o+

+ + o+ + o+ o+ o+ o+ 4+ o+

+ + - +

Tabla 2. Tamafios (mm) obtenidos por la inhibicién del crecimiento de Aspergillus sp.

*Los valores son el promedio de 3 repeticiones.

Cepas ASMICO PDA PCA AN
Act-1 27 27 21 24
Act-2 28 28 22 17
Act-3 30 29 20 18
Act-4 30 25 18 14
Act-5 29 20 18 19
Act-6 28 28 15 14
Act-7 29 5 7 8
Act-8 20 10 11 12
Act-9 20 11 14 13
Act-10 27 22 23 20
Act-11 28 27 24 21
Act-12 19 10 8 11
Act-13 27 27 20 22
Act-14 29 5 4 6
Act-15 25 22 17 18
Act-16 12 5 5 4
Act-17 28 25 24 21
Act-22 35 28 19 23
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Tabla 3. Anélisis ANOVA donde se confirma la influencia de los medios de cultivo sobre

el antagonismo con un p< 0.05.

Grados/Lib. SS MS F p
Intercepto 1 2722222 27222722 5722529 0
Medios de cultivo 3 1249 416,33 8,752 0,000055*
Error 68 3234,78 47,57
Total 71 4483,78

* Indica que la respuesta fue significativa, p<0,05

Tabla 4. Prueba de Tukey HSD para la variable Antagonismo. Df=68, MS=47.57

Medios de cultivo {1} -26,16 {2} -19,68 {3} -16,11 {4} - 15,83
1 ASMICO 0,030725*  0,000378* 0,000296*
2 PDA 0,030725* 0,415957 0,348863
3 PCA 0,000378* 0,415957 0,999429
4 AN 0,000296* 0,1348863  0,999429

* Indican que la respuesta fue significativa, p<0,05

Tabla 5. Evaluacion de las caracteristicas PGPB en los actinomicetos seleccionados

Cepa Fijac.N2 Solubilizac. Fos-  AIA Sideroforos

(cm) fatos (cm) (color)  (color)
Act-1 - 1,4 - +
Act-2 - - - -
Act-3 - - - -
Act-4 - - - -
Act-5 - - - -
Act-6 - 0,7 - -
Act-7 - 1,2 - -
Act-8 - 0,2 - -
Act-9 - 0,5 - -
Act-10 - 1 - -
Act-11 - 2,3 + -
Act-12 - - - -
Act-13 - - - -
Act-14 - - - -
Act-15 - - - -
Act-16 - - - -
Act-17 08 31 - -
Act-22 - - - +

* En negrita las cepas antagonistas que presentaron al menos 1 caracteristica PGPB.
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