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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar la capacidad
antagonica in vitro de cepas nativas de Streptomyces spp. frente a los hongos
fitopatdgenos Fusarium sp. y Colletotrichum sp., aislados de Pisum sativum "arveja",
y se desarroll6 en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Universidad Nacional
de San Cristobal de Huamanga. El tipo de investigacion fue no experimental con un
disefio completamente al azar y se establecieron 5 tratamientos con 3 repeticiones
para cada fitopatégeno. El material bioldgico estuvo conformado por 5 cepas nativas
de Streptomyces spp., 1 cepa de Fusarium sp.y 1 cepa de Colletotrichum sp.; aislados
de suelo, tallos, hojas y vainas de plantas de arveja. La capacidad antagénica se
evalué mediante la técnica de enfrentamiento dual, determinandose el porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial (PIRC). Con los datos obtenidos, se realizé la prueba
de normalidad de Shapiro Wilk, posteriormente, se realizé el analisis de varianza, con
un nivel de significancia de a = 0,05; y las comparaciones multiples de medias se
realizaron mediante la prueba de Tukey. Los resultados mostraron que las 5 cepas de
Streptomyces spp. (S-3, S-9, S-11, S-17 y S-26) tuvieron una inhibicién positiva frente
a ambos fitopatdgenos. Frente a Fusarium sp., las cepas de Streptomyces spp.
alcanzaron porcentajes de inhibicion de 37,4%; 47,7%; 54,5%; 61,7% y 58,3%
respectivamente. Mientras que frente a Colletotrichum sp. los valores fueron de 45,1%;
52,8%; 62,2%; 62,8% y 57,1%. La cepa S-17 presentd la mayor actividad antagodnica,
con porcentajes de inhibicién de 61,7% frente a Fusarium sp. y 62,8 % frente a
Colletotrichum sp., por lo que fue seleccionada para la obtenciéon de su compuesto
bioactivo. Dicho compuesto produjo halos de inhibicibn de 11 mm frente a
Colletotrichum sp. y de 4 mm frente a Fusarium sp., evidenciando su potencial como
agente de biocontrol para el manejo de estos fitopatégenos.

Palabras clave: Streptomyces spp., antagonismo, control biolégico, fitopatégeno.



. INTRODUCCION

La presente investigacion evaluo in vitro la actividad antagénica de diferentes cepas
nativas de Streptomyces spp. aisladas de suelos de Pisum sativum L. “arveja” frente
a los hongos fitopatdégenos Fusarium sp. y Colletotrichum sp., con el proposito de
determinar su potencial como agentes de control bioldégico para el manejo de
enfermedades que afectan el cultivo de arveja. Esta investigacion responde a la
necesidad de buscar estrategias sostenibles para el control de Fusarium sp. y
Colletotrichum sp. debido a que las enfermedades producidas por estos
fitopatdgenos limitan la productividad del cultivo y ocasiona fuertes pérdidas
economicas; promoviendo asi, el uso intensivo de fungicidas quimicos, cuyo empleo
genera impactos negativos en la salud y el ambiente (Lino, 2022).

Pisum sativum L. “arveja” constituye una de las leguminosas de grano de mayor
importancia en la alimentacién de la poblacién peruana debido a su aporte
nutricional y su contribucion como complemento de los cereales en la dieta. Su
cultivo constituye una fuente de ingresos para miles de productores, especialmente
en la sierra del pais, donde se desarrolla entre los 1 700 y 3 200 metros sobre el
nivel del mar (m.s.n.m.), siendo el departamento de Ayacucho una de las principales
regiones productoras (Gonzales, 2018). Asimismo, posee importancia econémica
porque se comercializa a nivel nacional como internacional, contribuyendo al
desarrollo del sector agricola (Valdez, 2017).

A pesar de su relevancia econdémica, la productividad del cultivo de arveja en el
Perd se ve fuertemente afectado por enfermedades causadas por hongos
fitopatdbgenos como Fusarium, Colletotrichum, Pythium y Ascochyta pisi, que
reducen significativamente la produccion de esta leguminosa (Alvarado, 2016).
Entre ellos, Colletotrichum es uno de los principales fitopatégenos pos cosecha a
nivel mundial, causante de la antracnosis, enfermedad que afecta hojas, vainas y
semillas, llegando a generar pérdidas en la produccion de hasta el 100% (Lara et
al., 2016; Leiva, 2019). Fusarium, por su parte, incluye diversas especies de

distribucion mundial que provocan marchitez vascular y pudriciones en raices, tallos
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y semillas, afectando a mas de 80 cultivos de relevancia econémica, entre ellos las
leguminosas (Cabrera, 2019).

Ambos fitopatdégenos reducen significativamente la calidad y los rendimientos de la
produccién, generando pérdidas econdémicas en los agricultores peruanos, quienes
recurren principalmente al uso de fungicidas quimicos para su control. No obstante,
la aplicacion continua e indiscriminada de estos productos genera efectos adversos
en ambiente y la salud de los consumidores, ademas de tener como consecuencia
el desarrollo de la resistencia de los microorganismos fitopatégenos (Mateo, 2017).
El empleo de microorganismos con capacidad antagonista es una alternativa eficaz
y ambientalmente segura, que ha adquirido gran importancia por su capacidad para
inhibir el crecimiento de hongos fitopatégenos a través de la produccion de
compuestos como antibidticos, enzimas hidroliticas y otros metabolitos
secundarios. Entre estos microorganismos destacan las actinobacterias vy
particularmente, el género Streptomyces, reconocido por producir mas del 70% de
los metabolitos bioactivos descritos para este grupo, lo que lo convierte en un
recurso promisorio para el desarrollo de biofungicidas (Osorio, 2022).

La importancia de la arveja en el suministro de alimentos y la economia rural del
pais destaca la necesidad de contar con agentes de control efectivos y seguros; las
especies pertenecientes al género Streptomyces representan una opcion
prometedora para el control de las enfermedades ocasionadas por estos hongos,
favoreciendo una agricultura sostenible.

Objetivo general

Evaluar la capacidad antagénica in vitro de cepas nativas de Streptomyces spp.
frente a los hongos fitopatégenos Fusarium sp. y Colletotrichum sp, aislados de
Pisum sativum "arveja" Ayacucho - 2025.

Objetivos especificos

1. Aislar e identificar morfolégicamente las cepas nativas de Streptomyces spp. de
suelos con cultivo de arveja.

2. Aislar e identificar morfolégicamente los hongos fitopatégenos Fusarium sp. 'y
Colletotrichum sp.

3. Determinar el porcentaje de inhibiciéon del crecimiento radial PIRC de
Streptomyces spp. frente a Fusarium sp. y Colletotrichum sp.

4. Determinar la actividad del compuesto bioactivo de Streptomyces spp. frente a

Fusarium sp. 'y Colletotrichum sp.



Il. MARCO TEORICO
21. Antecedentes
2.1.1. Antecedentes internacionales
Medina et al. (2013), en Coahuila, México; estudiaron diferentes aislamientos de
actinobacterias obtenidos en distintos medios de cultivo y evalué su efecto
antagonico frente a hongos fitopatdgenos de importancia agricola como Alternaria
sp., Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Colletotrichum sp. Se obtuvieron muestras de
rizosfera, suelo, larvas y adultos de hormigas para el aislamiento de actinobacterias.
Las muestras fueron sometidas previamente a un tratamiento con agua fenolizada y
posteriormente, sembradas mediante la técnica de difusion en los siguientes medios
de cultivo: agar papa dextrosa, agar de actinomicetos, agar almidén caseina y agar
czapek dox. Se obtuvieron 70 cepas de actinomicetos, de los cuales 25 cepas
evidenciaron capacidad antagonica y cuatro cepas (AAH53, APA2, AASH48 vy
APC70) fueron seleccionadas debido a su capacidad inhibitoria y a su estabilidad en
el tiempo. En cuanto a los porcentajes de inhibicion, la cepa Streptomyces sp.
APC70 alcanz6 el mayor efecto frente a Alternaria sp., con 57,6 %, mientras que
Streptomyces sp. AAH53 presentd los mejores resultados frente a Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp. y Colletotrichum sp., registrando porcentajes de inhibicién de
49,36%; 53,08% y 61,57%, respectivamente.
Osorio (2022), en Guatemala, recolecté actinobacterias nativas con la finalidad de
seleccionar cepas con actividad inhibitoria in vitro sobre los hongos fitopatogenos:
Lasiodiplodia brasiliensis, Neofusicaccum parvum, Alternaria sp. y Fusarium
oxysporum. El porcentaje de inhibicion se determiné mediante enfrentamientos
duales, empleando seis cepas de actinobacterias frente a doce hongos
fitopatdogenos, teniendo como resultado, que todas las cepas evaluadas
presentaron capacidad inhibitoria. Asimismo, se analizé la accion de los
compuestos organicos volatiles (VOCs) y difusibles (DOCs) producidos por estas
actinobacterias. En el ensayo con VOCs, la mayor actividad inhibitoria correspondio
a Allostreptomyces sp. rbES-339 frente a Alternaria sp., mientras que, para los

DOCs, Streptomyces sp. rbES-173 presentd el mayor efecto inhibitorio frente a N.
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parvum. En ambos tipos de evaluacion se evidencié actividad inhibitoria de las
cepas de actinobacterias frente a los hongos fitopatégenos estudiados.

Rios & Evangelista (2025), en Jalisco - Mexico, estudiaron el potencial antifingico
de la cepa Streptomyces sp. GCAL-9 y de los compuestos bioactivos producidos,
frente a Colletotrichum musae 'y Colletotrichum siamense, hongos asociados con la
antracnosis en cultivos de platano y papaya. La capacidad inhibitoria de la cepa fue
determinada mediante ensayos de enfrentamiento dual, complementados con
evaluaciones empleando su extracto bioactivo. Los resultados mostraron que
Streptomyces sp. GCAL-9 logré inhibir el crecimiento de C. siamense en 54% y de
C. musae en 94%, evidenciando una mayor actividad antifungica en comparacion
con el agente de control biolégico comercial Streptomyces lydicus WYEC108.
Asimismo, el extracto bioactivo manifesté una respuesta inhibitoria dependiente de
la concentracién y ocasiond alteraciones en la membrana de los conidios, sin
producir modificaciones en su contenido de quitina. En consecuencia, el extracto
bioactivo de Streptomyces sp. GCAL-9 posee un alto potencial para el control
bioldgico de la antracnosis.

Rodriguez (2023), en La paz - Mexico, determiné la actividad antifungica de
actinomicetos marinos como alternativa para el control de enfermedades en plantas
de tomate causadas por Fusarium solani. Durante el estudio se obtuvo ocho
aislamientos de Fusarium a partir de plantas que presentaban sintomas de
enfermedad y 30 cepas de actinomicetos provenientes de sedimentos de
manglares. De estas Ultimas, cuatro evidenciaron actividad inhibitoria frente al
fitopatdgeno. Entre ellas, la cepa A19, identificada como Strepfomyces sp., destacéd
por presentar una inhibicién del 72% sobre el crecimiento micelial y un PICR de
76,75%, asociado a la produccién de compuestos organicos volatiles. Ademas, las
cepas de actinomicetos evaluadas demostraron capacidad para producir
sideréforos y ejercer un efecto inhibitorio sobre F. solani. De manera
complementaria, el tratamiento con quitosano a una concentracion de 3 g/L alcanz6
un PICR de 81,43%; mientras que su aplicacién conjunta con los actinomicetos
contribuyé a mejorar el crecimiento de las plantas y disminuir tanto la incidencia
como la severidad de la enfermedad.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Leiva (2019), en Truijillo, identifico y evalud in vitro la actividad antifungica de cinco
cepas de Streptomyces spp. aisladas de suelo desértico frente al hongo
Colletotrichum spp. Para determinar su capacidad inhibitoria sobre el crecimiento del
hongo, las cepas fueron sometidas a ensayos de enfrentamiento dual e inhibicién

por difusion en pozos. Los resultados evidenciaron diferencias en la capacidad
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inhibitoria entre las cepas evaluadas, las cepas Q-84 y Q-60 presentaron mayor
inhibicion, alcanzando valores de 92% y 88%, respectivamente. Por su parte,
mediante la técnica de difusion en pozos, la cepa Q-84 alcanzo el mayor porcentaje
de inhibicién (56%). Ademas, la cepa Q-84 presentd actividad enzimatica asociada
a la produccion de proteasas, celulasas y lipasas; presentando una alta similitud
genética con Streptomyces maritimus 'y S. rochei.

Caro (2016), en Lima, evalud el potencial antagénico de actinomicetos aislados de
la rizosfera de cultivos de papa provenientes de Andahuaylas, region Apurimac,
frente Fusarium sp., Phytophthora infestans, Rhizoctonia solani y Lasiodiplodia sp.
Se obtuvieron 49 aislamientos de actinomicetos, que fueron caracterizados
fenotipicamente, en su mayoria, como especies del género Streptomyces sp. Del
total de cepas evaluadas, el 69,4% inhibié el crecimiento del hongo Fusarium sp., el
46,9 % mostré antagonismo frente a Phytophthora infestans., el 55,1% frente a
Rhizoctonia solaniy el 46,9 % frente a Lasiodiplodia sp. Ademas, el 38,8% presentd
actividad inhibitoria contra los cuatro hongos fitopatégenos estudiados. Los extractos
organicos obtenidos de la cepa ADN 24 mediante diclorometano y acetato de etilo
mostraron actividad antifungica frente a Lasiodiplodia sp.; en cambio, el extracto
butandlico evidencid efecto inhibitorio contra Fusarium sp. El analisis filogenético
revelé que la cepa estudiada seria Streptomyces sampsonii. Concluyendo que las
actinobacterias rizosféricas asociados al cultivo de papa tienen un gran potencial
para producir compuestos antifungicos contra diferentes hongos fitopatégenos.
Quispe (2021), en Lambayeque, evalio el efecto antagonico de cepas de
Streptomyces frente a Colletotrichum mediante el método de enfrentamiento dual.
La capacidad inhibitoria se determiné mediante el porcentaje de inhibicion de
crecimiento (PIC), obteniendo la mayor inhibicion de la cepa Q84, con 97,3%.
Posteriormente, se obtuvo el compuesto bioactivo producido por esta cepa, el cual
presentd un 44,78% de inhibicién. La evaluacion in vivo, se desarroll6é aplicando el
extracto a mangos previamente inoculados con el hongo y se realiz6 el seguimiento
de la enfermedad durante 14 dias a 70 - 80% de humedad relativa. El primer
tratamiento redujo la progresion de la enfermedad en un 24%, mientras que el testigo
alcanzé hasta 43,9%; evidenciando el potencial inhibitorio del extracto de
Streptomyces sobre el desarrollo del patégeno.

Antecedentes locales

Ayala (2019), en Ayacucho, evalu6 el potencial antagénico de cepas nativas de
Trichoderma spp. frente a los hongos fitopatégenos Fusarium spp. y Colletotrichum
spp. Para ello se empleé la técnica de ensayo dual, determinando el porcentaje de

inhibicion radial (PIRC) y el grado de micoparasitismo. Los resultados evidenciaron
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las cepas de Trichoderma spp., ejercieron un efecto inhibitorio sobre ambos
fitopatdgenos. Frente a Colletotrichum spp., se obtuvieron valores de PIRC entre
26,32 y 45%, mientras que para Fusarium spp. los porcentajes de inhibicion
oscilaron entre 28,57 y 61,11%. Asimismo, se evidencié micoparasitismo de las
cepas T-2, T-3 y T-4,2 sobre Colletotrichum spp., mientras que frente a Fusarium
spp. esta interaccion fue observada en las cepas T-1, T-2, T-3, T-4,1, T-4,2 y T-5. Los
resultados obtenidos evidenciaron que las cepas nativas de Trichoderma spp.
poseen actividad antagbénica y un potencial importante para su aplicacion como

agentes de biocontrol frente a estos fitopatdgenos.

Bautista (2016), en Ayacucho, analizé la actividad antifungica de los actinomicetos
obtenidos de sedimento marino de las costas peruanas frente a diferentes especies
de Candida, entre ellas Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans ATCC
90028, Candida albicans 7516, Candida parapsilosis 7307 y Candida tropicalis 7206.
Estas cepas fueron aisladas a partir de hemocultivos procedentes de distintos
servicios del Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen. La actividad antifungica
fue evaluada inicialmente por la técnica de doble capa, destacando la cepa BI-IM2
por presentar la mayor inhibicion, posteriormente, se realizé la extraccién de los
metabolitos con el extracto diclorometanico y hexanico, obteniendo una
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 4,453 pg/mL frente a Candida tropicalis
7206. En conjunto, los resultados confirmaron que los actinomicetos marinos
evaluados presentan capacidad antifungica.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Antagonismo

Es la interaccién biolégica en la que un microorganismo (bacterias, hongos o
levaduras) inhibe el crecimiento y desarrollo de otro microrganismo por medio de
diversos mecanismos de accién como la competencia por espacios y nutrientes
(Mateo, 2017).

2.2.2. Actividad antifungica

Capacidad que posee un microorganismo para inhibir o prevenir el crecimiento y
desarrollo o reproduccién de hongos fitopatdégenos; esta actividad se da mediante la
produccion de antibidticos, compuestos volatiles, enzimas hidroliticas, entre otros
metabolitos secundarios, para reducir la incidencia de enfermedades causadas por
hongos en distintos cultivos (Harman et al., 2004).

2.2.3. Controlador biolégico
Microorganismo como una bacteria, hongo o nematodo, que se utiliza para prevenir,

controlar o suprimir el crecimiento de otros organismos fitopatdégenos, mediante



mecanismo de antagonismo, competencia por nutriente, micoparasitismo y la
produccion de metabolitos. Estos microorganismos benéficos contribuyen al manejo
sostenible de las enfermedades que afectan los cultivos (Alvarado, 2016).

2.2.4. Cepas nativas

Poblacion de microorganismos que han sido aislados directamente de un ambiente
natural, como el suelo, el agua o un organismo vivo, y que ha evolucionado y
adaptado a las condiciones especificas de ese lugar. Estas cepas conservan
caracteristicas fisioldgicas y genéticas propias del lugar de aislamiento, por lo que
presentan mayor capacidad de colonizacion e interaccion con otros
microorganismos del mismo ambiente (Mateo, 2017).

2.2.5. Fitopatoégeno

Cualquier microorganismo, sea bacterias, hongos, virus, nematodos, protozoos,
capaz de infectar y causar enfermedades en las plantas, alterando su adecuado
crecimiento, desarrollo y productividad. Estos organismos invaden los tejidos
vegetales, generando alteraciones fisioldgicas que se manifiestan mediante
sintomas como manchas foliares, marchitez, pudriciones, clorosis, cancros,
deformaciones y necrosis. Debido a estos dafos, representan una de las principales
causas de perdidas en el rendimiento de los cultivos (Agrios, 2008).

2.2.6. Signo

La evidencia fisica, directa y visible del organismo causante de la enfermedad, los
signos corresponden a las estructuras del propio fitopatégeno, tales como el micelio,
las hifas, esporas, exudado bacteriano y otras estructuras reproductivas, su
presencia permite confirmar el desarrollo del fitopatégeno en el tejido infectado y
facilita su identificacion (Coto, 2009).

2.2.7. Sintoma

Manifestacioén visible de las alteraciones que experimenta la planta a causa de la
infeccion del fitopatdégeno. Los sintomas reflejan la reaccion de la planta hospedera
frente a la enfermedad y pueden presentarse en distintos 6rganos en forma de
clorosis, mosaicos necrosis, manchas foliares, deformaciones, marchitez vascular,
cancros, entre otros (Coto, 2009).

2.2.8. Antracnosis

Enfermedad fitopatolégica destructiva ocasionada por el género Colletotrichum,
cuyos sintomas son las lesiones necroticas generalmente hundidas y de forma
circular o irregular que se desarrollan en los tallos, hojas y vainas o frutos; en
condiciones favorables estas lesiones presentan masas de esporas (acérvulos), que

constituyen el principal signo de la enfermedad. La antracnosis ocasiona la



destruccién de tejidos y disminuye el rendimiento en leguminosas y frutales (Aguilar
etal., 2021).

2.2.9. Marchitez vascular

Enfermedad causada principalmente por el hongo Fusarium oxysporum, se
caracteriza por la invasion del tejido vascular, impidiendo el adecuado transporte de
agua y nutrientes. El desarrollo de esta enfermedad inicia cuando el fitopatégeno
ingresa a la planta desde la raiz y se establece en los vasos conductores,
especialmente del xilema, bloqueando el movimiento del agua a través de sus
tejidos, esta alteracion fisiolégica provoca los sintomas caracteristicos de marchitez,
incluso cuando el suelo dispone de suficiente humedad (Castillo et al., 2022).

Entre los principales sintomas se observa el amarillamiento gradual de las hojas,
acompafado del oscurecimiento de los tejidos del tallo. La expresion de la
enfermedad puede intensificarse bajo condiciones de temperaturas elevadas, suelos
con pH bajo y determinadas practicas de fertilizacion (Vasquez & Castafo, 2017).
2.2.10. Compuesto bioactivo

Son sustancias producidas de manera natural por diversos organismos vivos, entre
ellos bacterias, hongos y plantas; generalmente se encuentran en bajas
concentraciones. Los compuestos bioactivos incluyen metabolitos secundarios con
propiedades antimicrobianas o sustancias promotoras de crecimiento vegetal, que
favorecen el desarrollo de las plantas y el control de enfermedades (Osorio, 2022).

2.3. Fundamento teédrico
2.3.1. Pisum sativum “arveja”

También conocida como guisante, es una planta anual herbacea perteneciente a la
familia Fabaceae. Se caracteriza por presentar tallos trepadores y diversas
variedades, que se clasifican segun su crecimiento y altura.

Sus hojas son compuestas, alternas y paripinnadas, que forman estructuras
delgadas denominadas zarcillos, que le permiten sujetarse a soportes y facilitar su
crecimiento. Sus flores son de color blanco o ligeramente violaceo, de origen axilar
y se agrupan en inflorescencias tipo racimo, con dos a tres flores, cada una con
cinco peétalos. El fruto, también conocido como vaina, presenta una forma cilindrica
alargada, bivalva, con una longitud de 5 a 10 cm y en su interior contiene entre 4 y
10 semiillas, las cuales varian en tamafo, color y forma de acuerdo a la variedad
cultivada (Astete et al., 2021).

El ciclo biologico de la arveja comprende las etapas de germinacion, crecimiento
vegetativo, floracion y formado de vainas. Su duracion puede variar entre 90y 120
dias, dependiendo de la variedad, las condiciones ambientales y las practicas de

manejo agronémico (Galindo, 2016).



En el Perd, la arveja se cultiva en las regiones de la costa y sierra; sin embargo, la
mayor produccion se encuentra en la sierra, entre los 1 700 y 3 200 m.s.n.m., donde
forma parte de diversos agroecosistemas. Este cultivo constituye una alternativa
importante dentro de los sistemas de produccién agricola, debido a su valor
alimenticio, su aporte econdmico y su capacidad para contribuir al mejoramiento de
la fertilidad del suelo mediante la fijacion de nitrdgeno (Gonzales, 2018).
Clasificacion sistematica

Astete et al. (2021), reporta la siguiente clasificacion taxonémica:

Subreino : Fanerégamas

Divisién : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Rosidae

Orden : Fabales

Familia : Fabaceae

Subfamilia: Faboidae

Género : Pisum

Especie: Pisum sativum L.

Nombre comun: Arveja, guisante, chicharo.

Importancia del cultivo

La arveja es una leguminosa de gran importancia alimentaria, muy apreciada por
su semilla, que puede ser consumida en estado verde, maduro o seco, tanto crudas
como cocidas; asi mismo, se comercializa y utiliza en diferentes presentaciones,
como grano entero o harina. Con esta ultima se prepara sopas y potajes de elevado
valor nutricional.

Por su composicién nutricional, la arveja constituye un alimento de importancia en
la dieta de la poblacion peruana. Su consumo aporta proteinas, vitaminas,
minerales, carbohidratos y fibra dietética. Ademas, se caracteriza por presentar bajo
contenido de sodio y colesterol y ausencia de gluten, propiedades que amplian sus
posibilidades de consumo (Aguilar et al., 2021).

Segun el censo agrario del Ministerio de Agricultura y Riego, la arveja se encuentra
entre las leguminosas de mayor produccion en el pais, registrando mas de 130,1

mil toneladas en grano verde y 54,3 mil de toneladas de grano seco, lo que

evidencia su importancia como uno de los principales cultivos destinados al
abastecimiento del mercado nacional. Este cultivo posee gran importancia
alimentaria y econdmica en distintas zonas del Peru, especialmente en la sierra,

donde contribuye al sustento econdmico de numerosos pequefos productores. En
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la regién Ayacucho, y particularmente en el distrito de Socos, la arveja forma parte
del sistema de produccién agricola, ademas favorece la fertilidad del suelo mediante
el proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno. No obstante, a pesar de las ventajas
que ofrece este alimento, existe muchas deficiencias en su cultivo como las

enfermedades fitopatdégenas, que disminuyen su produccién (Valdez, 2017).

Enfermedades que afectan el cultivo de arveja

a. Marchitamientos vasculares
Agente causal: Fusarium oxysporum
La enfermedad se caracteriza por presentar una sintomatologia unilateral,
entre las principales manifestaciones se encuentran la clorosis, el
amarillamiento y la pérdida de turgencia de las hojas, ademas del
doblamiento y alteracién de los brotes. El avance de la enfermedad puede
provocar la muerte prematura de la planta y afectar considerablemente el
rendimiento del cultivo (Retana et al., 2018).

b. Oidium o cenicilla de la arveja
Agente causal: Erysiphe poligoni
Esta enfermedad se presenta en las primeras etapas de desarrollo del
cultivo y su incidencia incrementa en periodos de altas temperaturas. Los
primeros sintomas aparecen como manchas cloréticas en el haz foliar, sobre
las cuales posteriormente se desarrolla una intensa formacion de
estructuras reproductivas del hongo. Conforme avance la infeccién, se
produce una defoliacion prematura, causando la destruccion de los 6rganos
foliares y la disminucion del transporte de agua y nutrientes hacia la planta,
ocasionando su muerte (Astete et al., 2021).

c. Mildiu de la arveja
Agente causal: Peronospora viciae
Esta enfermedad afecta principalmente los tejidos jévenes de la planta,
incluyendo hojas, brotes y vainas. En las etapas iniciales de la enfermedad
se observan manchas cloréticas de considerable tamafo en la superficie
superior de las hojas. Con el avance de la infeccién, en el envés foliar
aparece una formacion micelial de tonalidad grisacea, asociada con la
produccién de estructuras correspondientes a la reproduccion asexual del
patégeno(Astete et al., 2021).

d. Antracnosis

Agente causal: Colletotrichum sp.
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Esta enfermedad manifiesta lesiones necréticas principalmente en tallos y
frutos. En las vainas, estas lesiones suelen presentar una forma circular o
irregular y una coloracién marron oscura, mientras que en la zona central
pueden observarse areas mas claras asociadas con la formaciéon de
estructuras reproductivas del hongo (Agrios, 2008).
e. Plaga de Ascochyta
Agente causal: Ascochyta pisi
Este patégeno causa lesiones necréticas de forma circular en hojas, tallos y
vainas. En las hojas estas lesiones presentan una tonalidad marrén y anillos
conceéntricos, con un tamano aproximado de 2 a 8 mm de diametro. Cuando
se presentan condiciones de humedad elevada, el patégeno desarrolla
picnidios dentro de las areas afectadas, los cuales se observan
macroscopicamente como pequefios puntos oscuros (Suasnabar et al.,
2021).
f. Virus del mosaico
Agente causal: Virus del mosaico transmitido por el suelo
Esta enfermedad viral causa distintas alteraciones en el cultivo, incluyendo
mosaicos foliares, enrollamientos foliares, necrosis y deformaciones en
flores y frutos. La transmisién ocurre principalmente mediante semillas
infectadas; sin embargo, el virus también puede dispersarse a través de
pulgones, mediante un mecanismo no persistente(Astete et al., 2021).
2.3.2. Fusarium sp.
Es un género conformado por numerosas especies de hongos filamentosos,
distribuidos ampliamente en ecosistemas agricolas a nivel mundial. Sus especies
habitan principalmente el suelo actuando como fitopatégenos, afectando una amplia
variedad de cultivos de importancia agricola. Presentan una distribucién
cosmopolita, aunque su mayor abundancia se encuentran en zonas tropicales y
templadas (Pastrana et al., 2014).
Fusarium es considerado como uno de los géneros mas importantes en la
fitopatologia debido a su distribucion y su capacidad para infectar diversos cultivos.
Numerosas especies afectan los tejidos vasculares, raices, tallos, hojas y frutos,
generando un menor rendimientos y calidad de los cultivos. Ademas, algunas
especies tienen la capacidad de producir toxinas que pueden afectar la salud de los
consumidores (Leslie & Sumerell, 2006).
Las especies de Fusarium, se encuentran entre los fitopatdgenos de mayor

distribucion y complejidad por tener mas de 100 formas especiales caracterizadas
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por un alto grado de especificidad, cada una adaptada a infectar desterminadas
especies vegetales (Ayala, 2019).

Clasificacion taxonémica

Agrios (2008), reporta la siguiente clasificacion taxonémica:

Reino: Fungi

Division: Ascomycota

Clase: Euascomycetes

Subclase: Hypocreomycetidae

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

Género: Fusarium

Especie: Fusarium sp.

Caracteristicas de Fusarium sp.

Se caracteriza por presentar colonias abundantes de crecimiento rapido, micelio
aereo, extenso y con apariencia algodonosa de distintas tonalidades que van del
blanco, rosado, salmén o violeta, dependiendo la especie y el medio de cultivo;
estas colonias se expanden rapidamente hasta cubrir toda la superficie del medio
(Ayala, 2019).

Este género presenta hifas ramificadas, y se caracteriza por formar tres estructuras
asexuales: microconidios, macroconidios y clamidosporas. Los microconidios son
estructuras unicelulares carentes de septos, de forma elipsoidal y cilindrica. Por otro
lado, las macroconidias presentan una morfologia alargada y fusiforme, con
paredes delgadas y entre tres y cinco septos transversales. Las clamidosporas se
distinguen por presentar una pared gruesa, caracteristica que las hace mas
resistentes frente a condiciones ambientales adversas y durante periodos en los
que no existe un hospedante disponible (Torres, 2000).

Fusarium como agente causal de la marchitez vascular en arveja

a. Sintomatologia

Los sintomas se manifiestan con el amarillamiento y posterior marchitez de las
hojas basales, este sintoma va progresando hacia la parte superior de la planta.
Durante las primeras etapas, la planta puede presentar marchitez temporal en las
horas de mayor temperatura, conforme avanza la enfermedad las hojas se debilitan
y pierden turgencia, adquiriendo una tonalidad amarillo verdosa, seguido del
marchitamiento y la pudricidon seca en el interior de las raices y en la base del tallo,

por accién de las toxinas producidas por el hongo, las cuales afectan el xilema e
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interfieren en el transporte de agua, ocasionando la muerte de la planta (Astete et
al., 2021).

Una caracteristica relevante para el diagndstico de esta enfermedad, que permite
distinguirla de otras afecciones vasculares, es la presencia de una coloracion
blanquecina, amarillenta o marrén en los haces vasculares. Ademas, se evidencia
el deshilachamiento de los tejidos, mientras que la médula permanece sin
alteraciones (Alvarado, 2016).

b. Epidemiologia

La temperatura constituye uno de los principales factores ambientales que
condicionan el desarrollo de la enfermedad y la manifestacion de sus sintomas, asi
como el estado nutricional de la planta (Astete et al., 2021).

El desarrollo del patdgeno se ve favorecido a temperaturas entre 25y 30 °C, durante
la etapa inicial de la enfermedad, el patégeno permanece viable a condiciones
ambientales desfavorables. Cuando se presentan condiciones adecuadas, los
propagulos son liberados y posteriormente transportados hasta depositarse sobre
tejidos sanos y susceptibles, donde tiene lugar la infeccién (Alvarado, 2016).

c. Dispersion

Esta enfermedad se da por tres mecanismos basicos: La liberacién, definida como
la expulsién del patdégeno del lugar donde fue producido; dispersion, corresponde
al transporte del patégeno y la deposicion implica el asentamiento del patégeno
sobre una determinada superficie. La dispersién de Fusarium se lleva a cabo
mediante la participacién de agentes como el aire, el agua, los insectos y otros
animales (Agrios, 1995).

d. Control biolégico

El empleo de microorganismos benéficos constituye una estrategia para preveniry
disminuir enfermedades en los cultivos, contribuyendo ademas a un mejor
crecimiento y desempefio productivo de las plantas. La aplicacién de hongos y
bacterias antagonistas, debido a su produccion de metabolitos secundarios con
actividad fungicida son la mejor opcion para controlar este patégeno (Alvarado,
2016).

2.3.3. Colletotrichum sp.

Colletotrichum comprende diversas especies de hongos fitopatégenos distribuidas
en diferentes regiones del mundo, cuya presencia esta asociada principalmente con
la antracnosis en distintos cultivos. Esta enfermedad puede reconocerse por la
aparicion de lesiones deprimidas de forma circular, que suelen presentar patrones

de anillos concéntricos (Ayala, 2019).
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Estas especies causan enfermedades de gran importancia econémica en casi todos
los cultivos, posicionando a Colletotrichum como uno de los ocho grupos de hongos
fitopatdgenos mas relevantes (Leiva, 2019). La creciente incidencia de
Colletotrichum y la enfermedad de la antracnosis en frutas y hortalizas se ha
convertido en un problema critico para la agricultura global, generando pérdidas
econdmicas superiores al 50% en la produccion de estos alimentos (Davila et al.,
2013).

Clasificacion taxonémica

Agrios (2008), reporta la siguiente clasificacion taxonémica:

Phyllum: Ascomycota

Clase: Hypocreomycetidae

Orden: Glomerellales

Familia: Glomerellaceae

Género: Colletotrichum

Especie: Colletotrichum sp.

Caracteristicas de Colletotrichum sp.

Este género se caracteriza por desarrollar colonias de crecimiento relativamente

rapidas, de coloracién crema, naranja, blanca o gris, dependiendo de la especie, el

medio de cultivo, y el tiempo de incubacion (Aguilar et al., 2021).

Microscopicamente, Colletotrichum, produce conidios hialinos y unicelulares, con

forma ovalada o cilindrica. Estos se originan sobre conidiéforos cortos, simples y

erectos agrupados en estructuras fructiferas llamadas acérvulos, las cuales se

desarrollan inicialmente debajo de la epidermis y atraviesan la superficie de los

tejidos de la planta, presentan forma circular y aplanada con una consistencia

cerosa (Quispe, 2021).

Colletotrichum como agente causal de la antracnosis en arveja

a. Sintomatologia
La enfermedad inicia con la aparicion de pequefias manchas oscuras en hojas,
tallos o frutos. Las hojas muestran manchas irregulares de color ladrillo, los
tallos presentan lesiones en los nudos que pueden causar su deformacion,
estas lesiones se extienden y profundizan y en casos severos causan la muerte
de la planta, en las vainas provoca lesiones oscuras y hundidas, circulares
elipsoidales, con grandes cantidades de esporas formando masas compactas
de color salmén, naranja o rosadas , las semillas pueden verse afectadas a

través de las vainas infectadas (Astete et al., 2021).

14



b. Epidemiologia
Esta enfermedad prospera en condiciones ambientales especificas, como alta
humedad relativa (mayor al 90%), precipitaciones continuas y temperaturas
moderadas entre 20 y 25 °C. Ademas, la practica del monocultivo crea un
ambiente propicio para la proliferacion del patégeno y el desarrollo severo de
la antracnosis (Astete et al., 2021).
c. Diseminacion
El patégeno se propaga a través de las semillas infectadas y los restos de
cosecha. Las semillas permiten una dispersion a larga distancia, mientras que
las ascosporas son dispersadas por el viento (Chilvers, 2009).
2.3.4. Streptomyces sp.
Es el género mas extenso y representativo de las Actinobacterias, que engloba
aproximadamente 500 especies descritas. Se encuentran distribuidas ampliamente
en ecosistemas terrestres y acuaticos, sin embargo, predominan en suelos ricos en
materia organica, en la rizosfera y en restos vegetales; la mayoria de sus especies
forman estructuras reproductivas en los extremos de las hifas aéreas (Lino, 2022).
El género Streptomyces se caracteriza por su capacidad para establecerse en la
rizésfera y contribuir al control de microorganismos fitopatégenos; ademas de
producir sustancias promotoras del crecimiento vegetal, sideréforos, promover la
nodulacion y ayudar a los bacteriodes de Rhizobium sp. a la fijacién de nitrogeno
en leguminosas, contribuyendo indirectamente al desarrollo del vegetal (Leiva,
2019).
Clasificacién taxonémica

(Aponte, 2011) reporta la siguiente clasificacién taxonémica:

Dominio: Bacteria

Phylum: Actinobacteria

Clase: Actinobacteria

Orden: Actinomycetales

Suborden: Streptomycineae

Familia: Streptomycetaceae

Género: Streptomyces

Especie: Streptomyces spp.

Caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas

Son actinobacterias Gram positivas, aerobias estrictas, inmdviles, caracterizadas

por presentar un elevado contenido de guanina y citocina (G+C) en su ADN, ademas
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posee un cromosoma lineal de gran tamano (Lino, 2022). Presenta un crecimiento
filamentoso, formando hifas ramificadas de aproximadamente 0,5 - 2,0 um de
diametro. Estas hifas constituyen un el micelio vegetativo que penetra el suelo o
medio de cultivo para la absorcion de nutrientes y conforme avanza su ciclo de
desarrollo, estas hifas se lisan para formar el micelio aéreo, caracterizado por
presentar hifas de mayor tamano y formar cadenas de esporas, responsables de la
reproduccion. Este género, habita principalmente en suelos semi aridos, con un pH
ligeramente alcalino y temperaturas que oscilan entre 25°C y 30°C (Osorio, 2022).
Fisiologicamente, estas actinobacterias presentan procesos de diferenciacion
celular a lo largo de su ciclo de vida. Ante condiciones ambientales desfavorables,
pueden permanecer en estado de latencia mediante la formacion de esporas, hasta
que factores como la humedad, la temperatura y la disponibilidad de nutrientes
resulten adecuados para su desarrollo. Bajo condiciones ambientales favorables,
las esporas germinan y desarrollan el micelio vegetativo, seguido del crecimiento
de la colonia y la formacion del micelio aéreo. Posteriormente, cuando los nutrientes
del medio se reducen, las hifas se fragmentan y generan nuevas cadenas de
esporas, favoreciendo asi la permanencia y propagacion del microorganismo
(Osorio, 2022).

Una caracteristica principal de Streptomyces es su capacidad para sintetizar
metabolitos secundarios bioactivos, entre ellos antibidticos, compuestos
antifungicos, sideroforos, enzimas hidroliticas y sustancias promotoras del
crecimiento vegetal (Lino, 2022).

Compuestos bioactivos producidos por Streptomyces sp.

Los metabolitos secundarios producidos por microorganismos constituyen una
fuente importante de compuestos con estructuras quimicas Unicas y una marcada
actividad bioldgica (Condori et al., 2019). Las actinobacterias presentan diversas
caracteristicas fisioldgicas y metabdlicas, como su capacidad de producir enzimas
extracelulares y una amplia diversidad de metabolitos secundarios. La versatilidad
metabolica de las actinobacterias se refleja en la amplia variedad de compuestos
bioactivos que producen, muchos de los cuales han sido aislados y utilizados en la
produccion de medicamentos y en aplicaciones agricolas (Diaz, 2022).

Entre los compuestos bioactivos producidos por los microorganismos, destacan las
sustancias con actividad antagoénica, particularmente los antibiéticos. El 70% de los
antibidticos utilizados actualmente son de origen natural, incluyendo grupos
importantes, como los aminoglucésidos, penicilinas y tetraciclinas. De los
aproximadamente 140 géneros de actinobacterias descritos, solo un numero

reducido participa en la produccion de mas de 10 000 compuestos bioactivos, de
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los cuales cerca del 75% son sintetizados por especies del género Streptomyces
(Bautista, 2016).

Beneficios de Streptomyces sp. en la agricultura

Las actinobacterias del género Strepfomyces se encuentran distribuidas en
diversos ecosistemas naturales, tanto terrestres como acuaticos de agua dulce y
marinos. En el suelo forman parte importante de la comunidad microbiana, donde
desempenan funciones esenciales en la degradacion y mineralizacion de materia,
ademas de producir compuestos bioactivos, entre ellos fitohormonas como auxinas
y giberelinas, que promueven el desarrollo y crecimiento vegetal (Condori-Pacsi,
2019). Ademas de promover el crecimiento vegetal, Streptomyces sp. contribuye a
la proteccién de las plantas frente a distintos patdgenos, por mecanismos directos
como la solubilizacién de minerales y produccién de fitohormonas y mecanismos
indirectos, entre ellos la produccion de antibidticos y enzimas capaces de degradar
la pared celular, la competencia por nutrientes y los mecanismos de resistencia de
la planta (Osorio, 2022).

Gracias a su elevada capacidad para sintetizar metabolitos secundarios, el género
Streptomyces ocupa un lugar destacado entre los microorganismos de interés
agricola. Numerosos compuestos producidos por estas bacterias han sido
desarrollados y comercializados como productos agroquimicos, debido a sus
propiedades antimicrobianas y biocontroladoras. Es por ello que este grupo de
actinobacterias, son utilizados como bactericidas, herbicidas, fungicidas,
insecticidas y acaricidas (Leiva, 2019).

Actividad antifungica de Streptomyces sp.

Las especies del género Streptomyces producen una gran diversidad de
metabolitos con propiedades antifungicas, antibacterianas, antihelminticas,
inmunosupresoras y anticancerigenas. Los metabolitos derivados de este
metabolismo secundario presentan una amplia diversidad estructural y pueden
sintetizar moléculas como B-lactamicos, péptidos, polipéptidos y pirroles (Lino,
2022).

La capacidad antagonista de Streptomyces esta relacionada, en parte, con la
produccién de metabolitos capaces de limitar el desarrollo de otros
microorganismos. Asimismo, estos actinomicetos sintetizan enzimas extracelulares
como quitinasas, proteasas, amilasas, lipasas y celulasas, que intervienen en la
degradacién de diferentes componentes de la materia organica. Esta capacidad
metabdlica favorece su competencia por los nutrientes disponibles y puede generar
interacciones antagonicas frente a otros microorganismos, incluidos hongos,

nematodos y bacterias (Diaz, 2022).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del lugar
a. Ubicaciodn politica
El distrito de Socos, se encuentra ubicado en la provincia de Huamanga,
departamento de Ayacucho.
b. Ubicacién geografica
Localizado a 3 400 m.s.n.m, en las coordenadas geograficas 13°12'39" latitud sury
74°17'15" latitud Oeste. Con una extension territorial de 81,75 kildmetros cuadrados,
el distrito esta conformado por 32 comunidades rurales y un area urbana dividida en
cuatro barrios y el centro poblado.
c. Limites
Se encuentra en limites con: el distrito de Vinchos y Chiara por el sur, San José de
Ticllas y Ayacucho por el norte y con Distrito de Carmen Alto por el este.
3.2. Lugar de ejecucion
El ensayo se llevd a cabo en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental, de la
Facultad de Ciencias Biolégicas, de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga.
3.3. Tipo de investigacion
No experimental - descriptivo - transversal
3.4. Diseno de investigacion
Se realizé un diseiio completamente al azar (DCA) con tres repeticiones, teniendo
un testigo por cada fitopatégeno y actinobacteria antagonista en cada tratamiento.
3.5. Poblacién y muestra
3.5.1. Poblaciéon
Todas las cepas nativas de Streptomyces spp. presentes en los suelos de
cultivos de Pisum sativum, asi como los hongos fitopatégenos Fusarium sp.
y Colletotrichum sp. asociados a plantas de arveja con sintomas de

marchitez vascular y antracnosis.
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3.5.2. Muestra
Estuvo conformada por cinco cepas nativas de Streptomyces spp.
previamente seleccionadas y dos cepas de hongos fitopatdégenos, una de
Fusarium sp. y otra de Colletotrichum sp. aisladas de plantas de Pisum
sativum con sintomas de enfermedad.
3.6. Metodologia
3.6.1. Aislamiento de las bacterias del género Streptomyces
a. Recoleccion de muestras del suelo.
La toma de muestra se realiz6 en 4 distintas parcelas de arveja del distrito de Socos,
provincia de Huamanga. Para el muestreo se seleccionaron 5 puntos de cada area
del cultivo, mediante el método 5 de oros (Infante y Zarate, 1990). Se retiré la capa
superior del suelo, escarbando a una profundidad aproximada de 20 cm para llegar
a la zona rizosférica y con ayuda de una cuchara estéril se recogié aproximadamente
200 g de cada punto del campo de cultivo, las muestras recolectadas fueron
homogenizadas y colocadas en bolsas herméticas previamente rotuladas. Las
muestras de suelo fueron trasladadas al Laboratorio de Microbiologia Ambiental,
donde posteriormente fueron procesadas (Ayala, 2019).

b. Aislamiento de Streptomyces spp.
A partir de las muestras obtenidas del suelo, se tamizo para obtener 10 g de muestra

que fueron colocados en 90 mL de agua peptonada estéril y se agité alrededor de
10 veces. Posteriormente se transfirio 1 mL de esa dilucion a un tubo que contenia
9 mL de agua peptonada, realizando diluciones sucesivas hasta llegar a la dilucién
10*y 10%. Luego se tomo 0,1 mL de cada dilucion (10*y 10%) y se realizé una
siembra por duplicado mediante diseminacién sobre el medio agar avena y agar
extracto de malta y levadura (gym), ambos suplementado con 100 mg/L de nistatina
como agente antifungico. Las placas se mantuvieron en incubacion a una
temperatura de 28°C durante 10 a 12 dias (Condori et al., 2019).

c. Seleccion de colonias

Se seleccionaron y aislaron las colonias que presentaron caracteristicas
morfologicas tipica de actinobacterias, tales como una apariencia seca,
aterciopelada, granulosa o pulverulenta. Las colonias seleccionadas fueron
sembradas en agar extracto de malta y levadura suplementado con nistatina, se
incubaron a 28°C por 10 dias y luego se mantuvieron en viales para su conservacion
(Mateo, 2017).

d. Caracterizacion morfologica y microscoépica

La diferenciacién de los cultivos se realizé a partir de la evaluacion de sus

caracteristicas morfoldgicas, considerando la forma, el tamano, la textura, superficie,
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borde y color de las colonias, ademas de la produccién de pigmentos difusibles
(Reyes, 2005). Por ello, se consideré la presencia de colonias adheridas al agar, de
aspecto ceroso, polvoroso, con tonalidades que varian entre blanco, gris, colores
tierra y negro; caracteristicas propias de actinobacterias. La caracterizacion
microscopica de las diferentes cepas se realizé mediante la técnica de microcultivo,
utilizando como colorante de contraste al azul de lactofenol, se observd el micelio
aéreo y vegetativo, la fragmentacién micelial, agrupacién de esporas y propagulos
formados, comparandolas con las descripciones consignadas en el Manual de
Determinacion Bacteriolégica de Bergey (Caro, 2016). A su vez se realizé la
caracterizacion de las cepas mediante la coloracién Gram, microscopicamente estos
organismos presentan células bacilares y ramificadas que muestran una reaccioén
Gram positiva. Tras la caracterizacion microscépica de las actinobacterias aisladas,
se seleccionaron las cepas con caracteristicas morfolégicas del género
Streptomyces para ser codificadas y conservadas en viales (Gutiérrez, 2017).

e. Seleccién de cepas de Streptomyces spp.

Se selecciond cepas de Streptomyces spp. para el enfrentamiento contra los hongos
fitopatdgenos, considerando la velocidad de crecimiento y la produccién de enzimas
extracelulares, que se observan en forma de halos alrededor de la colonia (Caro,
2016).

f. Caracterizaciéon bioquimica

. Prueba oxidasa
La prueba fue realizada empleando el reactivo Kovac, con la finalidad de detectar

la presencia de la enzima citocromo oxidasa presente en las actinobacterias.
Para ello se aplicé una gota del reactivo Kovac sobre las colonias en el agar
extracto de malta y levadura. La coloracién violeta al anadir el reactivo indica un
resultado positivo (Angulo, 2019).

o Prueba catalasa
La actividad catalasa se determind colocando una pequefa cantidad de la

colonia bacteriana sobre un portaobjetos mediante un asa estéril. Seguidamente,
se adiciond una gota de H202 sobre la muestra. La aparicién inmediata de
burbujas se consideré indicativa de actividad catalasa por tanto, como una
reaccion positiva (Angulo, 2019).

3.6.2. Recoleccion y aislamiento de hongos fitopatégenos

a. Recolecciéon de muestras vegetales

Se recolectaron vainas de arveja con signos y sintomas de la enfermedad de

antracnosis, caracterizados por la presencia de lesiones de forma circular,

ligeramente hundidas y de tonalidad anaranjada, con zonas mas claras en el centro,
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donde se desarrolla la fructificacién del hongo (Astete et al., 2021). A su vez se
recolecté hojas y tallos de arveja con signos y sintomas de amarillamiento y
marchitez foliar, asociado a la marchitez vascular. Las muestras obtenidas fueron
envueltas en papel toalla, puestas en bolsas herméticas y llevadas al laboratorio de
Microbiologia Ambiental para su posterior procedimiento (Ayala, 2019).
b. Aislamiento de Fusarium sp.
Se seleccionaron tallos y raices de arveja con sintomas de marchitez vascular, para
realizar pequefios cortes del material vegetal y se desinfectaron en hipoclorito de
sodio al 2% durante 2 minutos, posteriormente fueron enjuagados tres veces con
agua destilada estéril y secados con papel filtro. Con ayuda de una pinza se tomé
los trozos desinfectados y se sembrd en agar papa dextrosa + cloranfenicol 100
mg/L y se incubd a 25°C x 5 dias (Agrios, 2008). Pasado ese tiempo de incubacién
se selecciond las colonias con caracteristicas del género Fusarium para su posterior
identificacion morfolégica mediante la técnica de microcultivo.
c. Aislamiento de Colletotrichum sp.
Se realizé mediante las siguientes técnicas:
o Aislamiento por siembra directa a partir de estructuras flingicas
presentes en la superficie del vegetal (signos)
Con ayuda un asa de Kolle en forma de gancho se recolecté una pequefia
porcion de la estructura fungica (signo), presente en las vainas de arveja y se
sembraron por puntura sobre placas con el medio agar papa dextrosa +
cloranfenicol 100 mg/L y fueron incubadas a 25°C x 7 dias. Pasado ese tiempo
se realizé el microcultivo para su identificacion morfologica.
¢ Aislamiento a partir de muestras con sintomas de la enfermedad
A partir de las vainas de arveja con sintomas de antracnosis se realizo
pequerfios cortes del material vegetal y se desinfectaron en hipoclorito de sodio
al 2% durante 2 minutos, posteriormente fueron enjuagados tres veces con
agua destilada estéril y secados con papel filtro. Con ayuda de una pinza se
colocaron los trozos desinfectados sobre agar papa dextrosa suplementado
con 100 mg/L de cloranfenicol, las placas fueron incubadas a 25°C x 7 dias
(Agrios, 2008). Pasado ese tiempo de incubacion se selecciond las colonias
con caracteristicas del género Colletotrichum para su identificacion morfoldgica
mediante la técnica de microcultivo.
¢ Aislamiento mediante camara humeda.
Se seleccionaron las vainas con sintomas de antracnosis para ser

desinfectadas en hipoclorito de sodio al 2%, luego se realizaron tres enjuagues
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con agua destilada estéril, y se procedid6 a secar con papel filtro.
Posteriormente, las vainas fueron depositadas en placas Petri estériles, las
cuales fueron introducidas en recipientes previamente desinfectados que
contenian una pequena cantidad de agua destilada estéril, para crear el
ambiente humedo. Estos recipientes se mantuvieron cerrados e incubados a
temperatura ambiente durante un periodo de 5 a 7 dias. Pasado el tiempo de
incubacion, se realiz6 la observacidon microscopica de las estructuras
reproductivas para su identificacion (Grados, 2024).
3.6.3. Obtencion de los fitopatégenos en tapete y block de gelosa.
Para la obtencion del in6culo de los fitopatdgenos se realizé la cosecha de esporas
de cada hongo aislado, Fusarium sp. y Colletotrichum sp., con ayuda de un hisopo
estéril en 2 mL de solucién salina fisiolégica (SSF). Posteriormente, la suspensién
obtenida se sembro sobre las placas con medio APD, con ayuda de un hisopo estéril
en tres direcciones, para favorecer el crecimiento uniforme (tapete). Las placas
fueron llevadas a incubacion a 25°C por 7 dias. Una vez concluido el periodo
incubacién, se obtuvieron bloques de agar de 5mm de diametro con ayuda de un
sacabocado estéril, para la prueba de enfrentamiento dual (Gamboa, 2013).
3.6.4. Prueba de antagonismo en placa mediante el enfrentamiento dual
La prueba de antagonismo in vitro de Streptomyces spp. frente a los los
fitopatdgenos Fusarium sp. y Colletotrichum sp. se evalué mediante la técnica de
enfrentamiento dual, siguiendo el procedimiento descrito por Leiva (2019). Para ello,
cada cepa de Streptomyces spp. fue inoculada masivamente en uno de los extremos
de placas que contenian medio APD. Las placas se incubaron a 28 °C por un periodo
de siete dias, al culminar la incubacién, se colocd un bloque de gelosa con el tapete
micelial de Fusarium sp. y Colletotrichum sp., al otro extremo de cada placa y fueron
llevadas nuevamente a incubacion a 28°C por 7 dias mas. Para el control, se sembro
un bloque de gelosa de Fusarium sp. y Colletotrichum sp. en placas con medio APD
sin inocular con Streptomyces spp., las cuales se incubaron bajo las mismas
condiciones de temperatura y tiempo, con el propésito de comparar el crecimiento

normal de los fitopatdégenos en ausencia del antagonista (Leiva, 2019).

El porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PIRC) se determiné usando la
formula:

PIRC (%) = (Dc — Dt/ Dc) x 100
Donde:

PIRC= Rango de inhibicion (%),
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Dc= Diametro de control negativo (mm) y
Dt= Diametro de tratamiento o control positivo.

Figura 1

Esquema de la prueba de enfrentamiento dual de Streptomyces spp. contra
Fusarium sp. y Colletotrichum sp. para la evaluacion del porcentaje de inhibicion
(Leiva, 2019).

Prueba de enfrentamiento dual Control

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

Prueba de enfrentamiento dual Control

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

3.6.5. Obtencion del compuesto bioactivo

Se selecciond la cepa de Streptomyces sp. que presentd la mayor capacidad
antagénica para la obtencion de extractos organicos. La cepa seleccionada fue
inoculada en matraces Erlenmeyer de 500 mL, cada uno con 200 mL de caldo
peptona - extracto de levadura, y posteriormente incubada a temperatura ambiente
en un agitador orbital a 250 rpm durante ocho dias. Finalizado este periodo, los

cultivos fueron centrifugados a 4 000 rpm durante 30 minutos, con el propésito de
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separar el sobrenadante, en el cual se encuentran los metabolitos extracelulares

producidos por Streptomyces sp.(Gutiérrez, 2017).

3.6.6. Prueba in vitro del compuesto bioactivo de Streptomyces spp frente a

Fusarium sp. y Colletotrichum sp.

Para la evaluacién y comparacion de la actividad antagodnica, se usoé el método
de difusién en pozo (método modificado de Kirby - Bauer), Para ello se utilizd
placas con medio APD y se realizé la siembra masiva del fitopatégeno, en tres
direcciones con un hisopo estéril. Luego se realizé un pozo en el centro con
ayuda de un sacabocado estéril de 4 mm y se colocé el compuesto bioactivo
obtenido de la cepa de Streptomyces sp. seleccionada por su mayor porcentaje
de inhibicién en el ensayo de enfrentamiento dual. Dicho procedimiento se hizo
por triplicado con ambos fitopatégenos y se incubd a 25°C por 5 dias. Pasado el

tiempo de incubacion, se observo y midio los halos presentados.

Figura 2

Esquema de metodologia de difusién por pozos para determinar el porcentaje de

inhibicion del compuesto de Streptomyces spp. frente a Colletotrichum sp. y Fusarium

sp.

Pozo con extracto
de Streptomyces sp.

Siembra en 3
direcciones de
Fusarium sp.

Pozo con extracto
de Streptomyces sp.

Siembra en 3
direcciones de
Colletotrichum sp.
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3.7.

Anadlisis estadistico
Los datos obtenidos en las pruebas de enfrentamiento dual y difusion por pozo, se
procesaron en el software estadistico GraphPad Prism Version 10.6.1 para la
obtencion de tablas y graficos de barras. La normalidad de los datos del porcentaje
de inhibicion (PIRC) se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk, asi mismo los
datos fueron evaluados mediante el programa estadistico de varianza ANOVA y se

realizo la prueba de comparaciéon de medias TUKEY (p < 0,05) (Leiva, 2019).
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1

Relacién de hongos fitopatégenos y actinobacterias antagonistas aisladas.

Microorganismo

Caédigo de cepa

Origen de aislamiento

Fitopatégenos
Fusarium sp.
Colletotrichum sp.

Antagonistas
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

Streptomyces sp.

F-1
C-1

S-3
S-9
S-11
S-17
S-26

Tallos y raices de arveja

Vainas de arveja

Suelo de cultivos de arveja (suelo rizosférico)
Suelo de cultivos de arveja (suelo a granel)

Suelo de cultivos de arveja (suelo rizosférico)
Suelo de cultivos de arveja (suelo rizosférico)

Suelo de cultivos de arveja (suelo rizosférico)
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Tabla 2

Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PIRC) de cinco cepas de Streptomyces

spp. frente a Fusarium sp. aislados de Pisum sativum "arveja"

Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PIRC)

Ensayo S-3 S-9 S-11 S-17 S-26
1 33,6 51,5 52,8 60,4 55,3
2 41,3 47,7 54,0 66,8 63,0
3 37,4 43,8 56,6 57,9 56,6

Media * DE 37,439 47,7 3,9 54,5+1,9 61,7+ 4,6 58,3 ¥4,1
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Tabla 3

Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PIRC) de cinco cepas de Streptomyces

spp. frente a Colletotrichum sp. aislados de Pisum sativum "arveja”

Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PIRC)

Ensayo S-3 S-9 S-11 S-17 S-26
1 52,4 52,4 63,9 63,9 60,1
2 43,3 58,8 65,2 61,4 49,8
3 39,5 47,2 57,5 62,7 61,4

Media * DE 45,11 6,6 52,8 +5,8 62,2+41 62,7+1,3 57,1t6,4
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Figura 3

Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PIRC) de cinco cepas de Streptomyces

spp. frente a Fusarium sp. aislados de Pisum sativum "arveja”

S-3 S-9 S-11
Cepas de Streptomyces spp.

61,7

S-17 S-26

Nota. Prueba de la Diferencia Honestamente Significativa (HSD) de Tukey. Se basa en las
medias observadas. Nivel de significancia (a = 0,05). Las medias que no comparten una letra

son significativamente diferentes.
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Figura 4

Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PIRC) de cinco cepas de Streptomyces

spp. frente a Colletotrichum sp.aislados de Pisum sativum "arveja”

52,8

PIRC (%)
N
ot
<

S-3 $-9 S-11 S-17 $-26
Cepas de Streptomyces spp.

Nota. Prueba de la Diferencia Honestamente Significativa (HSD) de Tukey. Se basa en las
medias observadas. Nivel de significancia (a = 0,05). Las medias que no comparten una letra
son significativamente diferentes.
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Figura 5

Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PIRC) de cinco cepas de Streptomyces

spp. frente a Fusarium sp. y Colletotrichum sp. aislados de Pisum sativum "arveja”

B Fusarium sp.
B Colletotrichum sp.

S-3 S-9 S-11 $-17 S$-26
Cepas de Streptomyces spp.

Nota. Prueba de comparaciones por parejas con ajuste de Bonferroni. n.s: no significativo (p =
0,05). Nivel de significancia (a = 0,05).
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Figura 6

Diametro de los halos de inhibicién obtenidos por el compuesto bioactivo de la cepa S-
17 de Streptomyces sp. frente a Fusarium sp. y Colletotrichum sp. aislados de Pisum

sativum "arveja”

Halo de inhibicién (mm)

Fusarium sp. Colletotrichum sp.
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V. DISCUSION

En el presente trabajo se logré aislar 30 cepas de actinobacterias a partir de
muestras de suelo provenientes de cultivos de P. sativum “arveja” localizados en el
distrito de Socos. La tabla 1, muestra la relacion de cepas de Streptomyces spp.
aisladas de suelos de cultivos de arveja, los resultados evidenciaron una mayor
frecuencia de aislamiento en la zona rizosférica en comparacion con otras areas del
suelo, estos resultados coinciden con lo mencionado por Mateo (2017), quien
sefala que las actinobacterias son consideradas como habitantes del suelo de vida
libre, sin embargo, la rizosfera es la zona de mayor importancia por contener mayor
carga microbiana. Condori et al. (2019), por su parte, menciona que los
microorganismos rizosféricos desempefian un papel beneficioso en la interaccion
entre el suelo y la planta, debido a que contribuye en la germinacién de semillas,
estimulan el crecimiento de raices, incrementan la disponibilidad y el aporte de
nutrientes, promueven el crecimiento vegetal, contribuyen al mejoramiento de la
estructura del suelo y brindan proteccion a las plantas frente a fitopatégenos. Del
mismo modo, Caro (2016), manifiesta que las actinobacterias presentan una
relacién con las plantas, debido a la alta disponibilidad de nutrientes liberados por
las raices de las plantas mediante exudados radiculares que favorecen el
crecimiento y la produccion de metabolitos con capacidad antimicrobiana, los
cuales contribuyen a proteger las raices de las plantas frente a la colonizacion e
invasion de determinados fitopatdgenos. Esto explicaria por qué la zona rizosférica
es la mas ideal para el aislamiento de cepas con capacidad antagonista en
comparacion con otras zonas del suelo.

A pesar de la existencia de diversos microorganismos pertenecientes al grupo de
las actinobacterias en el suelo, los procedimientos de aislamiento han permitido
determinar que aproximadamente el 90% corresponden al género Streptomyces
(Gutierrez, 2017). De las 30 cepas de actinobacterias aisladas, 26 evidenciaron
tener caracteristicas morfoldgicas compatibles con el género Streptomyces, como

el crecimiento en medios de cultivo solidos como colonias de aspecto seco,
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pulverulento y pigmento difusible variado (McDowell, 2010), ademas la observacion
microscopica de la coloracion Gram y el microcultivo evidencié la presencia de
bacterias Gram positivas filamentosas con terminaciones curvadas con esporas
alrededor, la fragmentacion del micelio aéreo y la formacion de cadenas de conidios
con morfologia bacilar en disposicion de espiral o rectiflexibles, caracteristicas
propias de las actinobacterias del género Streptomyces (Reyes, 2005). Adicional a
ello los microorganismos de este género presentaron una caracteristica distintiva,
que fue el olor a tierra humeda, asociado a la produccion de un metabolito llamado
geosmina (Quispe, 2021).

En el anexo 5 y 6, se puede apreciar las observaciones macroscopicas y
microscopicas de las cepas evaluadas. La caracterizacion morfolodgica, ademas de
las pruebas bioquimicas, evidenciaron que las 5 cepas seleccionadas para el
enfrentamiento antagénico, son pertenecientes al género Streptomyces.
Resultados similares obtuvieron Gorrin Lépez (2018) quien realizo la
caracterizacion genética por secuenciacion del gen del ARNr16S de 20 cepas de
actinobacterias aisladas de diferentes tipos de suelo. Dichas cepas fueron
previamente identificadas, con base en sus -caracteristicas morfolégicas
microscopicas, como Streptomyces spp.; posteriormente, el analisis molecular
confirmdé que 19 de ellas pertenecian al género Streptomyces. Por su parte,
Melquiades et al. (2025), aisl6 actinobacterias con actividad antifungica de muestras
de suelo, seleccionando 12 cepas de actinobacterias con caracteristicas
morfolodgicas y microscopicas del género Streptomyces para su identificacion
molecular, teniendo como resultado que todas las cepas evaluadas eran
pertenecientes al género Streptomyces. Asi mismo Condori et al. (2019) aislé 11
actinobacterias de la rizosfera de Stevia sp. que fueron caracterizadas segun su
morfologia y bioquimica como Streptomyces spp., ademas de ser procesadas por
la amplificacion por PCR del gen ARNr 16S; obteniendo como resultado que las
cepas evaluadas presentaron una similitud del 99% con Streptomyces
novaecaesareae, Streptomyces aureus y Streptomyces cirratus. Las demas cepas
evidenciaron porcentajes de similitud comprendidos entre 98 % y 99 % con otras
especies del género Streptomyces, cuya identificacion aun no ha sido determinada.
La concordancia entre las identificaciones fenotipicas y moleculares reportadas por
estos autores validan nuestros resultados obtenidos sobre la identificacion de las 5
cepas de estudio como el género Streptomyces; reconociendo a este género como
el grupo mas importante y abundante de las actinobacterias del suelo.

De igual manera, la tabla N° 01 presenta el origen de procedencia de los hongos

fitopatdégenos Fusarium sp. y Colletotrichum sp. , el aislamiento de estos patégenos
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a partir de tejidos afectados confirma su asociacion con las enfermedades
observadas en P, sativum y coincide con lo reportado por Astete et al. (2021) quien
sefala que los géneros Fusarium y Colletotrichum son reconocidos por causar
enfermedades como la marchitez vascular y la antracnosis, respectivamente, que
ocasionan una disminucién en el rendimiento y afectan la calidad del cultivo de
arveja, ocasionando pérdidas econdmicas significativas. Asi mismo, Eraso et al.
(2014) menciona que el amarillamiento, la marchitez vascular y pudrimiento
radicular en la arveja esta asociada a Fusarium oxysporum, que afecta las raices,
tallos y hojas de la planta en etapas cercanas a la floracion. La identificacion del
género fFusarium se basa principalmente en sus caracteristicas morfoldgicas,
como la presencia de macro y microconidios, ademas de la apariencia, forma y
pigmentacién de las colonias (Camacho et al., 2019). Alvarado (2016) menciona
que Fusarium oxysporum, asociado a la marchitez vascular, presentan colonias de
apariencia algodonosa de color blanquecino a rosado, ademas de estructuras
microscopicas tipicas como hifas septadas y presencia de macroconidios de forma
falcada o ligeramente curvada. Estas caracteristicas son similares a las observadas
en nuestro estudio; la cepa de Fusarium sp. aislada presentd una colonia
blanquecina, con crecimiento rapido de aspecto algodonoso, asimismo, el analisis
microscopico mostré hifas septadas y macroconidios de forma falcada y
microconidios hialinos, de forma ovoide a elipsoide. En cuanto a Colletotrichum sp.,
Aguilar et al. (2021) sefiala que la antracnosis en la arveja generada por este género
se manifiesta como manchas necroéticas en las vaina, de forma circular, oblongas y
hundidas, con margenes oscuros y la formaciéon de pequefios acérvulos que
producen conidios de coloracién salmén, ademas de manchas irregulares de color
marrén en las hojas. Los resultados obtenidos del aislamiento de Colletotrichum
sp. de manchas necréticas, desarrollé colonias algodonosas de tono naranjozo,
tomando un color gris oscuro con el paso del tiempo, la caracterizacion
microscopica mostrd hifas septadas, apresorios de forma circular y conidios
unicelulares de forma cilindrica, estas caracteristicas han sido sefialadas por
distintos autores como Almaraz et al.(2019) y Aguilar et al.(2021) esenciales para
identificacién de Colletotrichum sp.

En la tabla 2, se muestra el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PIRC)
obtenidos por la técnica de enfrentamiento dual de Streptomyces spp. frente a
Fusarium sp. Se observd que las cinco cepas evaluadas ejercieron un grado de
inhibicion positiva sobre Fusarium sp., registrandose porcentajes de inhibicion que
varian entre 37,4 % y 61,7%; siendo la cepa S-17 la que presento mayor actividad

antagonica con un valor de 61,7%. Estos resultados son comparables a los
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reportados por Rios et al. (2021), quienes enfrentaron 22 cepas de Streptomyces
spp. contra Fusarium oxysporum Yy registraron porcentajes de inhibicion
comprendidos entre 40% y 70%, evidenciando resultados de inhibicion de este
fitopatdbgeno similares a nuestro estudio. De igual manera Rodriguez (2023),
evaluaron 4 cepas de Streptomyces spp. contra Fusarium solani, obteniendo
porcentajes de inhibicion entre 39,5% y 72% al enfrentar 4 cepas de Streptomyces
spp. Asi mismo Osorio (2022), determiné la actividad antifingica de 6 cepas de
Streptomyces spp. contra el hongo Fusarium oxysporum, registrando rangos de
inhibicion de 39,2 a 57,5%.

Caro (2016), por su parte, obtuvo porcentajes de inhibicién entre 10,1% y 66,7% al
evaluar 49 cepas de Streptomyces spp. contra Fusarium sp., la amplitud de este
rango de podria atribuirse al mayor niumero de aislamientos evaluados, Caro realizé
el enfrentamiento con todas sus cepas obtenidas, lo que incrementa la variabilidad
en el efecto antagonista de las cepas. Mientras que en el estudio se seleccionaron
5 cepas previamente caracterizadas por su mayor velocidad de crecimiento y la
formacion de halos, que podrian tener mayor capacidad antagdnica frente a los
fitopatdgenos. Sin embargo, el maximo porcentaje de inhibicién reportado por Caro
(66,7%) es similar a nuestro resultado obtenido (61,7%). Asi mismo, Medina et al.
(2013) realizd los ensayos de antagonismo con 4 cepas de actinobacterias contra
diversos fitopatdégenos, obteniendo un 49,36% de inhibicion contra Fusarium sp.
Los resultados obtenidos en el presente estudio son consistentes con
investigaciones que evaluaron otros microorganismos antagonistas frente a
Fusarium sp., tal es que Alvarado (2016) evalu6 el control biolégico de
Pseudomonas putida sobre Fusarium sp. obteniendo 44,6% de inhibicion. Asi
mismo, Ayala (2019) obtuvo 61,1% de porcentaje de inhibicién al enfrentar cepas
de Trichoderma spp. contra este fitopatdgeno. Al comparar estos resultados con los
de nuestra investigacion, podemos sefalar que las cepas nativas de Streptomyces
spp., mostraron una elevada actividad antagénica frente a Fusarium sp.,
considerado como un excelente antagonista.

La tabla 2, nos muestra las medias del porcentaje de inhibicion del crecimiento
radial (PIRC), obtenidas por la técnica de enfrentamiento dual, de Streptomyces
spp. frente a Colletotrichum sp. Los resultados evidenciaron que las cepas nativas
de Streptomyces spp. evaluadas lograron una actividad antagonista positiva sobre
Colletotrichum sp., registrandose porcentajes de inhibicion entre 45,1% y 62,8%.
Los resultados obtenidos son comparables con los registrados por otros autores
como Medina et al.(2013), quien realizé ensayos de antibiosis con cuatro cepas de

actinomicetos seleccionados contra distintos hongos fitopatdgenos, obteniendo
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niveles de inhibicion de 38,8% a 61,57% frente al hongo Colletotrichum sp., siendo
este, el fitopatdégeno que presenté mayor susceptibilidad en comparacion con otros
hongos y fue inhibido en 61,57%. Estos resultados son similares a los nuestros,
puesto que las cinco cepas evaluadas obtuvieron mayores porcentajes de inhibicion
contra Colletotrichum sp. en comparacion a Fusarium sp. De manera similar Leiva
(2019), quien enfrentd 5 cepas de Streptomyces spp contra Colletotrichum sp.
mediante el método de enfrentamiento dual y registré porcentajes de inhibicién que
oscilaron entre 29% y 92%, alcanzando valores maximos de 88% y 92%. Asi mismo,
Quispe (2021) reportd porcentajes de inhibicion de crecimiento radial superiores a
69,89%, en ensayos de enfrentamiento dual de cinco cepas de Streptomyces spp.
frente a Colletotrichum spp., alcanzando una inhibicion maxima de 91,31%; valores
mas elevados que los de nuestra investigacion. Del mismo modo Rios & Evangelista
(2025) evaluaron la capacidad antifungica de Streptomyces sp. GCAL-9 frente dos
especies de Colletotrichum y los resultados demostraron que Streptomyces sp.
GCAL-9 inhibié a Colletotrichum musae en 54% y a Colletotrichum siamense en
94%. Por su parte, Mendoza et al. (2020) evalu6 la capacidad antagénica in vitro de
25 cepas nativas de Streptomyces spp. contra Colletotrichum sp., evaluando de
forma cuantitativa por medio del registro diario del crecimiento de los organismos
confrontados, obteniendo porcentajes de inhibicion de 36,6 a 100,0%. Los
resultados obtenidos por estos autores demuestran la amplia variabilidad en la
actividad antagénica de las distintas cepas de Streptomyces spp. contra
Colletotrichum sp.

A partir de los resultados obtenidos mediante los ensayos de enfrentamiento dual,
se selecciond la cepa S 17 por su alta capacidad inhibitoria frente a Fusarium sp.
(61,7%) y Colletotrichum sp. (62,8%), para obtener su compuesto bioactivo y
evaluar la actividad antifungica de sus metabolitos extracelulares, utilizando el
método de difusién en pozo. Los resultados de la figura N° 05 evidencian que el
compuesto bioactivo obtenido de la cepa S-17 presentdé una mayor capacidad
inhibitoria frente a Colletotrichum sp. , registrandose halos de inhibicion de 11 mm
de diametro; mientras que sobre Fusarium sp, solo una inhibicion de 5 mm
indicando una menor sensibilidad de este fitopatdégeno a los metabolitos presentes
en el compuesto; Caro (2016), reporta que la sensibilidad de los hongos
fitopatdgenos frente a los metabolitos producidos por Streptomyces sp. varia segun
la especie y los mecanismos de resistencia que presenten. Al comparar los
resultados obtenidos, se observa que otros autores reportaron diametros mas
amplios de halos de inhibicion, tal es que, Pérez et al. (2015), al evaluar la actividad

antifungica correspondiente al extracto crudo obtenido con acetato de etilo a partir
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de Streptomyces sp. contra Fusarium sp., obtuvieron halos de 18 mm de diametro.
Asi mismo, Caro (2016) obtuvo el extracto con butanol de una cepa de
Streptomyces y registré halos de inhibicion de 12 mm de diametro sobre Fusarium
sp. Por su parte, Leiva (2019) evalud los compuestos bioactivos de 5 cepas de
Streptomyces sp. y reporté un porcentaje maximo de inhibicién de 54%, equivalente
a halos de 19 mm sobre Colletotrichum sp. De igual manera, Mateo (2017) sefalan
halos de inhibicion de hasta 23 mm al obtener el extracto crudo de Streptomyces
con etil acetato. Todos estos autores presentaron mayores resultados a los
nuestros, estas diferencias pueden atribuirse a la metodologia empleada para la
obtencion de compuestos bioactivos. En los estudios anteriormente mencionados,
se utilizaron solventes organicos como acetato de etilo y butanol para la extraccion
de metabolitos secundarios de Streptomyces. Aponte et al. (2015) menciona que la
extraccion con solventes organicos favorece la concentracion y purificacion de
compuestos con actividad antifungica, incrementando su efecto inhibitorio sobre los
fitopatdgenos. En la presente investigacién el compuesto bioactivo fue evaluado sin
realizar la extraccion mediante solventes organicos, disminuyendo la cantidad de
metabolitos presentes durante el ensayo de difusidon en pozo. No obstante, la
formacion de halos de inhibicién frente a los fitopatdogenos de estudio, demuestra la

produccioén de compuestos con actividad antifungica de la cepa S-17.
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VI. CONCLUSIONES

. Se logré aislar e identificar cepas nativas de Streptomyces spp. de suelos con
cultivo de arveja, seleccionando 5 cepas por su actividad antagonica: S-3, S-9,
S-11, S-17, S-26 las cuales fueron caracterizadas microscopicamente como
Streptomyces spp.

. Se aislo e identific6 morfolégicamente segun sus caracteristicas macroscopicas
y microscopicas los hongos fitopatégenos Fusarium sp. y Colletotrichum sp.

. Se determind la capacidad antagonica de 5 cepas de Strepfomyces spp. frente
a Fusarium sp. y Colletotrichum sp. mediante el porcentaje de inhibicién del
crecimiento radial (PIRC), obteniendo valores mayor actividad antagénica de la
cepa S-17, que alcanzo valores de 63% de inhibicién contra Colletotrichum sp.
y 62% contra Fusarium sp.

. Se evaluo la actividad del compuesto bioactivo producido por Streptomyces sp.
cepa S-17 frente a Fusarium sp. y Colletotrichum sp., obteniendo halos de

inhibicion de 5 mm y 11 mm de didmetro respectivamente.
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VII. RECOMENDACIONES

. Realizar estudios de antagonismo con las otras cepas de Streptomyces spp.
frente a Fusarium sp. y Colletotrichum sp. y otros hongos fitopatégenos de
importancia agricola de nuestra localidad.

. Complementar la identificacién de las cepas aisladas de Streptomyces spp.y de
los hongos fitopatégenos con herramientas moleculares para determinar la
especie.

. Obtener el compuesto bioactivo de Streptomyces spp. con solventes organicos,
para una mayor separacion y concentraciéon de metabolitos secundarios y asi
obtener mejores resultados de inhibicién.

. Realizar ensayos en condiciones de invernadero y campo con las cepas ya

evaluadas y que presentan mayor capacidad antagénica en cultivos de arveja.
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Anexo 1
Resultados complementarios de la capacidad antagonica in vitro de cepas nativas de

Streptomyces spp. frente a hongo fitopatégeno de Fusarium sp.

Tabla 4

Prueba de normalidad para el analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial (PIRC) de cinco cepas de Streptomyces spp. frente a
Fusarium sp.

Estadistico gl Valor p

0,902 15 0,104

Nota. Prueba de Shapiro-Wilk aplicado sobre los residuos no estandarizados del modelo lineal
para la variable PIRC. gl: Grados de libertad. Nivel de significancia (a = 0,05).

Tabla 5

Prueba de homogeneidad de varianzas para el analisis de varianza (ANOVA) del
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PIRC) de cinco cepas de Streptomyces
spp. frente a Fusarium sp.

Estadistico de
Levene gl1 gl2 Valor p
0,527 4 10 0,719

Nota. Prueba de igualdad de Levene de varianzas de error. Método: Se basa en la media. gl:
Grados de libertad. Nivel de significancia (a = 0,05).

Tabla 6

Evaluacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PIRC) de cinco cepas
de Streptomyces spp. frente a Fusarium sp.

Suma de Media

Parametro cuadrados al cuadratica Valor p
Entre los 4142377 4 278,094 19,453 <0,001
grupos

Dentro de los ;g5 10 14,296

grupos

Total 1255,337 14

Nota. Prueba de analisis de varianza (ANOVA). gl: Grados de libertad. Nivel de significancia (a
=0,05).
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Tabla 7

Comparaciones multiples del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PIRC) de

cinco cepas de Streptomyces spp. frente a Fusarium sp.

Diferencia

Intervalo de confianza 95%

cgz)a c(:ga de '('I‘_j‘;"as cotimar  Valorp Limite Limite
inferior superior

S-9 -10,233 3,087 0,048 -20,393 -0,073

S-11 -17,033 3,087 0,002 -27,193 -6,873

S-3 S-17 -24,267 3,087 < 0,001 -34,427 -14,107
S-26 -20,867 3,087 < 0,001 -31,027 -10,707

S-3 10,233 3,087 0,048 0,073 20,393

S-11 -6,800 3,087 0,254 -16,960 3,360

S-9 S-17 -14,033 3,087 0,007 -24,193 -3,873
S-26 -10,633 3,087 0,039 -20,793 -0,473

S-3 17,033 3,087 0,002 6,873 27,193

S-11 S-9 6,800 3,087 0,254 -3,360 16,960

S-17 -7,233 3,087 0,209 -17,393 2,927

S-26 -3,833 3,087 0,729 -13,993 6,327

S-3 24,267 3,087 0,000 14,107 34,427

S17 S-9 14,033 3,087 < 0,001 3,873 24,193
S-11 7,233 3,087 0,209 -2,927 17,393

S-26 3,400 3,087 0,802 -6,760 13,560

S-3 20,867 3,087 < 0,001 10,707 31,027

526 S-9 10,633 3,087 0,039 0,473 20,793
S-11 3,833 3,087 0,729 -6,327 13,993

S-17 -3,400 3,087 0,802 -13,560 6,760

Nota. Prueba de la Diferencia Honestamente Significativa (HSD) de Tukey. Se basa en las

medias observadas. Nivel de significancia (a = 0,05).

Tabla 8

Comparaciones multiples del porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PIRC) de

cinco cepas de Streptomyces spp. frente a Fusarium sp.

Subconjunto
Cepa Repeticiones
1 2 3

S-3 3 37,433 C

S-9 3 47,667 B

S-11 3 54,467 B 54,467 A
S-26 3 58,300 A
S-17 3 61,700 A

Significancia 1,000 0,254 0,209

Nota. Prueba de la Diferencia Honestamente Significativa (HSD) de Tukey.
la muestra de la media armdnica = 3,000. Nivel de significancia (a = 0,05).
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Anexo 2
Resultados complementarios de la capacidad antagonica in vitro de cepas nativas de

Streptomyces spp. frente a hongo fitopatégeno de Colletotrichum sp.
Tabla 9
Prueba de normalidad para el analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de inhibicion

del crecimiento radial (PIRC) de cinco cepas de Streptomyces spp. frente a
Colletotrichum sp.

Estadistico gl Valor p

0,967 15 0,810

Nota. Prueba de Shapiro-Wilk aplicado sobre los residuos no estandarizados del modelo lineal
para la variable PIRC. gl: Grados de libertad. Nivel de significancia (a = 0,05).

Tabla 10

Prueba de homogeneidad de varianzas para el analisis de varianza (ANOVA) del
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PIRC) de cinco cepas de Streptomyces

spp. frente a Colletotrichum sp.

Estadistico de Levene gl gl2 Valor p

1,652 4 10 0,237

Nota. Prueba de igualdad de Levene de varianzas de error. Método: Se basa en la media. gl:
Grados de libertad. Nivel de significancia (a = 0,05).

Tabla 11

Evaluacién del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PIRC) de cinco cepas de

Streptomyces spp. frente a Colletotrichum sp.

Suma de Media

Paramefro cuadrados gl cuadratica F Valor p
Entre los grupos 641,600 4 160,400 5,869 0,011
Dentro de los
grupos 273,293 10 27,329
Total 914,893 14

Nota. Prueba de analisis de varianza (ANOVA). gl: Grados de libertad. Nivel de significancia (a =
0,05).
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Tabla 12

Comparaciones multiples para el efecto principal del factor del porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial (PIRC) de cinco cepas de Streptomyces spp. frente a
Colletotrichum sp.

) W) Diferenf:ia Error Intervalo de confianza 95%
Cepa Cepa de medias estandar Valor p T . Limite
(1-J) Limite inferior superior
S-9 -7,733 4,268 0,418 -21,781 6,314
5.3 S-11 -17,133 4,268 0,016 -31,181 -3,086
S-17 -17,600 4,268 0,014 -31,648 -3,552
S-26 -12,033 4,268 0,103 -26,081 2,014
S-3 7,733 4,268 0,418 -6,314 21,781
S-11 -9,400 4,268 0,254 -23,448 4,648
S9 S-17 -9,867 4,268 0,218 -23,914 4,181
S-26 -4,300 4,268 0,846 -18,348 9,748
S-3 17,133 4,268 0,016 3,086 31,181
S-11 S-9 9,400 4,268 0,254 -4,648 23,448
S-17 -0,467 4,268 1,000 -14,514 13,581
S-26 5,100 4,268 0,754 -8,948 19,148
S-3 17,600 4,268 0,014 3,552 31,648
517 S-9 9,867 4,268 0,218 -4,181 23,914
S-11 0,467 4,268 1,000 -13,581 14,514
S-26 5,567 4,268 0,695 -8,481 19,614
S-3 12,033 4,268 0,103 -2,014 26,081
$26 S-9 4,300 4,268 0,846 -9,748 18,348
S-11 -5,100 4,268 0,754 -19,148 8,948
S-17 -5,567 4,268 0695 -19,614 8,481

Nota. Prueba de la Diferencia Honestamente Significativa (HSD) de Tukey. Se basa en las
medias observadas. Nivel de significancia (a = 0,05).

Tabla 13

Subconjuntos homogéneos para el efecto principal del factor del porcentaje de inhibicién
del crecimiento radial (PIRC) de cinco cepas de Streptomyces spp. frente a
Colletotrichum sp.

Subconjunto
Cepa Repeticiones
1 2

S-3 3 45,067 B

S-9 3 52,800 B 52,800 A
S-26 3 57,100 B 57,100 A
S-11 3 62,200 A
S-17 3 62,667 A

Significancia 0,103 0,218

Nota. Prueba de la Diferencia Honestamente Significativa (HSD) de Tukey. Utiliza el tamafio de
la muestra de la media armoénica = 3,000. Nivel de significancia (a = 0,05).
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Anexo 3

Comparaciones por parejas para el efecto simple del tipo de microorganismo dentro de

cada cepa sobre el factor del porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PIRC) de

cinco cepas de Streptomyces spp. frente a hongos fitopatdégenos Fusarium sp. y

Colletotrichum sp.

Diferencia Intervalo de
Cepa _ n ) _ J) _ de: Desviacion Valgr c9n_fianza a! 9§°A;
Microorganismo Microorganismo  medias Error p Limite Limite
(1-J) inferior _superior
Fusarium sp. Colletotrichum sp. -7,633 3,725 0,054 -15,403 0,137
S3 Colletotrichum sp Fusarium sp. 7,633 3.,725 0,054 -0,137 15,403
S-9 Fusarium sp. Colletotrichum sp. -5,133 3,725 0,183 -12,903 2,637
Colletotrichum sp Fusarium sp. 5,133 3,725 0,183 -2,637 12,903
S Fusarium sp. Colletotrichum sp. -7,733 3,725 0,051 -15,503 0,037
Colletotrichum sp Fusarium sp. 7,733 3,725 0,061 -0,037 15,503
S17 Fusarium sp. Colletotrichum sp. -0,967 3,725 0,798 -8,737 6,803
Colletotrichum sp Fusarium sp. 0,967 3,725 0,798 -6,803 8,737
.26 Fusarium sp. Colletotrichum sp. 1,200 3,725 0,751 -6,570 8,970
Colletotrichum sp Fusarium sp. -1,200 3,725 0,751 -8,970 6,570

Nota. Se basa en medias marginales estimadas. *Ajuste para varias comparaciones: Bonferroni.
Nivel de significancia (a = 0,05).
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Anexo 4

Coleccion de cepas de actinobacterias aisladas de suelo de cultivos de arveja.
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Anexo 5

Observacion de las caracteristicas macroscopicas de las cinco cepas de Streptomyces

spp. aisladas de suelo de arveja.

Colonias secas y pulverulentas de color gris,
forma irregular, elevacion convexa y
pigmentacion marrén.

Colonias lisas, secas y pulverulentas de color
blanco, forma irregular, elevacion plana y
pigmentacién marron.

Colonias rugosas y pulverulentas de color
blanco, forma circular, elevacion pulviniforme
y sin pigmentacion.

Colonias aterciopeladas de color beige,
forma irregular, elevacion convexa y
pigmentacion naranja

Colonias duras y rugosas de color negro, que
se tornan blancas con el tiempo, puntiforme,
elevacion pulviniforme y pigmentacién negra.
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Anexo 6

Observaciones microscépicas de las 5 cepas de Streptomyces spp. aisladas de suelos
de arveja, mediante tincion Gram y microcultivo de 10 dias con azul de lactofenol.

COLORACION GRAM

MICROCULTIVO

T
Células filamentosas y ramificadas
Gram positivas

' A A'
7‘1"( RN
Hifas filamentosas, curvadas,
terminaciones en espiral.

con

'

- y “‘. '
Células filamentosas y ramificadas

Gram positivas, hifas con curvatura
terminal

'| Hifas terminales curvadas y

espiral, micelio aéreo con conidios en
cadenas

B ) o =
Bt b |
v i
{ 7
Q ‘ "’ e

con forma
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COLORACION GRAM

MICROCULTIVO

&,

. i L - .-
Células filamentosas y ramificadas, Gram
positivas, con formacién de conidios.

vl AL S a -i"’»
Hifas ramificadas con curvatura terminal
y conidios en cadenas.

CEPA S-17

Células Gram positivas, filamentosas, con
terminaciones curvadas.

Hifas ramificadas con curvatura terminal.

CEPA S-26

Células filamentosas y ramificadas Gram
positivas, hifas con curvatura terminal.

Micelio vegetativo con hifas ramificadas,
y cadena de esporas del micelio aéreo.
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Anexo 7

Observacion macroscopica y microscopica de los hongos fitopatdgenos aislados de

Pisum sativum.

MACROSCOPICA

MICROSCOPICA

— - ~

tonalidades rosadas.

Fusarium sp.

Colonias con crecimiento filamentoso, de
aspecto algodonoso y coloracion blanca con

Presencia de hifas ramificadas
macroconidios fusiformes y septados.

y

Colletotrichum sp.

\«. N

Colonias con crecimiento filamentoso y

posteriormente gris.

circular, de coloracion inicialmente naranjoza y
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Anexo 8

Ubicacién geografica de los puntos de muestreo.

v o— - T

| AREAS DE CULTIVO PARA EL MUESTREO ' : ovanca
; ¥ PUNTO DE MUESTREO

Sg et RUNIOIDEIMUESTREO

: 5’ v
Google Earth

202 Al s N X e 100 m

Anexo 9

Toma de muestra de suelo y plantulas de Pisum sativum.
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Anexo 10

Muestras de Pisum sativum con sinfomas de marchitez vascular causado por Fusarium
sp.

Anexo 11

Muestras de Pisum sativum con sintomas de antracnosis causado por Colletotrichum
sp.
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Anexo 12

Procedimiento de aislamiento de Streptomyces spp. a partir de muestras de suelo de
cultivos de P. sativum.
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Anexo 13

Aislamiento de actinobacterias en el medio agar extracto de malta y levadura (gym) y
agar avena.
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Anexo 14

Reaccion positiva a la prueba de catalasa, evidenciada por la formacion de burbujas,
en las 5 cepas de Streptomyces spp.
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Anexo 15

Prueba de enfrentamiento dual.
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Anexo 16

Enfrentamiento dual de Streptomyces spp. (cepa S-3) contra Fusarium sp. y control.

Anexo 17

Enfrentamiento dual de Streptomyces spp. (cepa S-3) contra Fusarium sp. y control.
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Anexo 18

Enfrentamiento dual de Streptomyces spp. (cepa S-9) contra Fusarium sp. y control.

Anexo 19

Enfrentamiento dual de Streptomyces spp.(cepa S-9) contra Colletotrichum sp. y
control.
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Anexo 20

Enfrentamiento dual de Streptomyces spp. (cepa S-11) contra Fusarium sp. y control.

Anexo 21

Enfrentamiento dual de Streptomyces spp.(cepa S-11) contra Colletotrichum sp.
control.
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Anexo 22

Enfrentamiento dual de Streptomyces spp.(cepa S-17) contra Fusarium sp, y control.

Anexo 23

Enfrentamiento dual de Streptomyces spp.(cepa S-17) contra Colletotrichum sp. y
control.
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Anexo 24

Enfrentamiento dual de Streptomyces spp.(cepa S-26) contra Fusarium sp. y control.

Anexo 25

Enfrentamiento dual de Streptomyces spp.(cepa S-26) contra Colletotrichum sp. y
control.
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Anexo 26

Obtencion de compuesto bioactivo de Streptomyces spp. (cepa S 17).

4
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Anexo 27

Ensayo de la evaluacion antagonica del compuesto bioactivo producidos por la cepa
S-17 de Streptomyces sp. frente a Fusarium sp.

Anexo 28

Ensayo de la evaluacién antagonica del compuesto bioactivo producidos por la cepa
S-17 de Streptomyces sp. frente a Colletotrichum sp.
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Anexo 29

Protocolo del aislamiento de Streptomyces spp. del suelo de cultivos de arveja.

[ Aislamiento de Streptomyces de suelo de arveja ]

v

[ Toma de muestra

de suelo

:

[ Tamizaje del suelo ]

:

[ Pesar 10 g de

muestra de suelo

.

Colocar la muestra
de suelo en 90 mL
de agua peptonada

v

[ Realizar diluciones sucesivas hasta 10 ]

v

[ Siembra de las 2 J

ultimas diluciones

T
— L

[ Incubacién a 30°C ]

[ Agar Avena Agar GYM ]

[ Identificacion microscépica ]
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Anexo 30

Protocolo del aislamiento de hongos fitopatégenos de P. sativum.

Desinfeccion con NaClO 2% y enjuague con agua

selsgeion v ol ol destilada estéril 5 veces

segmento dafiado

Siembra en APD Incubacién a 25°C Purificacion de cepas
X 4 dias.
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Anexo 31

Protocolo para la obtencion del compuesto bioactivo de Streptomyces spp.

[ Obtencion del compuesto bioactivo de Streptomyces ]

»

Fermentacion en Centrifugacion a 3500 Separar el
agitador ;\’ 250 rpm/8 rpm/30 min sobrenadante
1as

» -
/R -

Realizar el pozo y Sembrar el Reservar el
anadir el compuesto fitopatdgeno sobrenadante

Medir los halos de
inhibicidon obtenidos
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Anexo 32

Composicion de medios utilizados.

AGAR EXTRACTO DE LEVADURA MALTA (GYM)

Glucosa

Extracto de Levadura
Extracto de malta
CaCO3

Agar

Agua destilada

pH

AGAR AVENA

Harina de avena
Agar

Agua destilada
pH

AGAR PAPA DEXTROSA

Dextrosa
Extracto de papa
Agar

Agua

pH

CALDO PEPTONA EXTRACTO DE LEVADURA

Peptona

Extracto de levadura
Agua destilada

pH

g

g
10 g
Z g
20 g
1000 L
7,2
25 g
18 g
1000 mL
7 +0,2
20 g
4 g
15 g
1000 mL
5,6 £0,2
S g
3 g
1000 mL

6,5 +0,2
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Anexo 33. Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVO MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
PROBLEMA PRINCIPAL OBJETIVO GENERAL 1. Antecedentes HIPOTESIS GENERAL VARIABLE Tipo de investigacion:
¢iPresentara las cepas Evaluar el efecto antagénico e Antecedentes internacionales Las cepas nativas PRINCIPAL Basico — Descriptivo- transversal

nativas de Strepfomyces
spp. efecto antagénico in
vitro frente a hongos
fitopatégenos Fusarium sp.
y Colletotrichum sp, aislados
de Pisum sativum "arveja”
Ayacucho 2025?

PROBLEMAS ESPECIFICOS

1. ¢Se aislard e identificara
morfolégicamente las cepas
nativas de Streptomyces
spp. de suelos con cultivo
de arveja?

2.;Se aislara e identificara

morfoldgicamente los
hongos fitopatégenos
Fusarium sp. y

Colletotrichum sp?

3. ¢Cual sera el porcentaje de
inhibicion del crecimiento
radial PIRC de
Streptomyces spp. frente a
Fusarium sp. y
Colletotrichum sp?

4. ;Cual sera la actividad del

compuesto bioactivo de
Streptomyces vs fungicidas
comerciales frente a
Fusarium sp. y

Colletotrichum sp?

in vitro de cepas nativas de
Streptomyces spp. frente a los
hongos fitopatdogenos
Fusarium sp. y Colletotrichum

spp, aislados de Pisum
sativum "arveja" Ayacucho
2025

OBJETIVO ESPECIFICOS

1. Aislar e identificar
morfolégicamente las
cepas nativas de
Streptomyces  spp. de
suelos con cultivo de
arveja.

2. Aislar e identificar
morfoldgicamente los
hongos fitopatégenos
Fusarium sp. y

Colletotrichum sp.

3. Determinar el porcentaje de
inhibicion del crecimiento
radial PIRC de
Streptomyces spp. frente a
Fusarium sp. y
Colletotrichum sp.

4. Determinar la actividad del
compuesto bioactivo de
Streptomyces vs fungicidas
comerciales frente a
Fusarium sp. y
Colletotrichum spp.

e Antecedentes nacionales
¢ Antecedentes locales
2.

de Streptomyces sp.
presenta efecto
antagonico frente a
los hongos Fusarium
sp. y Colletotrichum
spp. aislados de
cultivos de Pisum
sativum "arveja”.

Marco conceptual
Antagonismo
Actividad antifungica
Controlador biolégico
Cepas nativas
Fitopatogeno
Signo
Sintoma
Compuesto bioactivo

Bases tedricas

a. Pisum sativum

Clasificacion sistematica

Importancia del cultivo

Enfermedades

b. Streptomyces sp.
Clasificacion sistematica
Compuestos bioactivos
Beneficios en la agricultura
Actividad antifungica

c. Fusarium sp.
Clasificacion taxondémica
Caracteristicas

Fusarium como agente
causal de la marchitez
vascular

d. Colletotrichum sp.
Clasificaciéon taxonémica
Caracteristicas
Colletotrichum como agente
causal de la antracnosis en
arveja.

Efecto antagonico
de Streptomyces
spp.

VARIABLES
SECUNDARIAS

Porcentaje de
inhibicion del
crecimiento  radial
PIRC

Actividad del
compuesto

bioactivo mediante
difusion de pozos.

Régimen de investigacion: Libre
Poblacién
Todas las cepas nativas de
Streptomyces spp. presentes en los
suelos de cultivos de Pisum sativum,
asi como los hongos fitopatégenos
Fusarium sp. y Colletotrichum sp.
asociados a plantas de arveja con
sintomas de marchitez vascular y
antracnosis.
Muestra
Estuvo conformada por cinco cepas
nativas de Streptomyces spp.
previamente seleccionadas y dos
cepas de hongos fitopatdégenos, una
de Fusarium sp. y otra de
Colletotrichum sp. aisladas de
plantas de Pisum sativum con
sintomas de enfermedad.
Metodologia

Aislamiento de Streptomyces del

suelo.

Identificacion  morfolégica vy
bioquimica.

Recoleccion de muestras
vegetales

Aislamiento de los hongos
fitopatdgenos

Enfrentamiento dual
Obtencioén del extracto

e Prueba in vitro del compuesto
bioactivo
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Jessica Maruja RODRIGUEZ JANAMPA
RESOLUCION DECANAL N° 166-2026-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia miércoles veintiséis de agosto del
afno dos mil veintiséis, se reunieron los miembros del jurado evaluador en el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
actuando como presidente encargado el Dr. Victor Humberto ALEGRIA VALERIANO con
memorando N° 217-2026-UNSCH-FCB con fecha veintiséis de agosto del dos mil veintitrés que a
su vez forma parte del miembro jurado; el Mg. Luis Uriel MOSCOSO GARCIA (Miembro - Jurado)
y la Mg. Ruth Elsa HUAMAN DE LA CRUZ (Miembro - Asesor), actuando como secretario docente
encargado el Mg. Dante Moisés BARRENECHEA BUSTAMANTE con memorando N° 213-226-
UNSCH(IN)-FCB, para presenciar la sustentacion de la tesis titulada Capacidad antagonica in
vitro de cepas nativas de Streptomyces spp. frente a hongos fitopatégenos Fusarium sp. y
Colletotrichum sp., aislados de Pisum sativum L. “arveja” Ayacucho-2025, presentado por la
bachiller Jessica Maruja RODRIGUEZ JANAMPA, el presidente luego de verificar la
documentacion generada indica al secretario docente encargado dar lectura a la documentacion
que da fé de este acto académico, luego el presidente invito a la sustentante a exponer su trabajo
de tesis para lo cual se le indica que cuenta con un tiempo maximo de cuarenta y cinco minutos,
tal como se presenta en el reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia,
luego se invito al jurado evaluador a participar con sus preguntas, observaciones y sugerencias,
luego invito a la sustentante y publico asistente abandonar momentaneamente el Auditorio de
la Facultad de Ciencias Biologicas para que el jurado evaluador pueda deliberar como
corresponde y se muestra a continuacion:

Miembro del Jurado Evaluador Exposicion  Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Victor Humberto ALEGRIA VALERIANO 17 16 17
Mg. Luis Uriel MOSCOSO GARCIA 19 18 19
Mg. Ruth Elsa HUAMAN DE LA CRUZ 19 18 19
PROMEDIO 18

La sustentante alcanzo el promedio de 18 aprobatorio, el presidente invité a regresar a la
sustentante y publico asistente al auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, el presidente dio a conocer los resultados
indicado de este modo a concluido el presente acto académico. Firmando al pie de dicho

documento en seial de conformidad, siendo las seis de la tarde del mism
] ALes

Mg. Luis Utie M COSO GARCIA
(Miembro - Jurado)

( > i

Mg. Rutf/Elsa HUAMAN DE LA CRUZ Mg. Dante Mois€s BARRENECHEA BUSTAMANTE
( Miembro - Asesor) Secretario Docente (e)
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DECANATURA-ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 55-2026-FCB-D

Yo, SERAPIO ROMERO GAVILAN, Director de la Escuela Profesional de Biologia
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal
de Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Capacidad
antagoénica in vitro de cepas nativas de Streptomyces spp. frente a hongos
fitopatogenos Fusarium sp. y Colletotrichum sp., aislados de Pisum sativum
L. "arveja" Ayacucho-2025, por JESSICA MARUJA RODRIGUEZ JANAMPA; he
constatado por medio del uso de la herramienta TURNITIN, procesado CON
DEPOSITO, una similitud de 11%, grado de coincidencia, menor a lo que determina
la ausencia de plagio definido por el Reglamento de Originalidad de Trabajos de
Investigacion de la UNSCH, aprobado con Resolucion del Consejo Universitario N°
039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se
acompana el INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 21 de septiembre de 2026.
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