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RESUMEN

En Baja California la agricultura es una de las principales actividades econdémicas,
sin embargo, esta se ve afectada por enfermedades causadas por diferentes
hongos fitopatogenos. Existen diferentes estrategias para mitigar el dafio de
patdgenos en los cultivos, una alternativa es usar actinobacterias, ya que tienen la
capacidad de producir diversos metabolitos secundarios con actividad antifangica.
Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue caracterizar una coleccion de
actinobacterias nativas de Baja California para identificar cepas con actividad
antagoénica sobre diversos hongos fitopatdgenos. Primero, se determind el
porcentaje de inhibicion de seis cepas de actinobacterias sobre doce hongos
fitopatdgenos. Los resultados indicaron que las todas tienen actividad antagonica.
Posteriormente, se caracterizd el efecto de los compuestos organicos volatiles
(VOCs) vy difusibles (DOCs) producidos por cuatro de los aislados sobre L.
brasiliensis, N. parvum, Alternaria sp. y F. oxyxporum f.s. lycopersici. En la
evaluacion de VOCs todas las cepas presentaron algun porcentaje de inhibicién
sobre los hongos, pero la mayor inhibicion se observo en la cepa Allostreptomyces
sp. rbES339 sobre Alternaria sp. Al evaluar la produccion de DOCs nuevamente
todas las cepas mostraron inhibicién sobre los hongos, siendo la cepa Streptomyces
sp. rbES173 la que tuvo la mayor inhibicién sobre N. parvum. Es importante sefialar
gue no en todos los ensayos de antagonismo las actinobacterias se comportaron de
manera similar, ya que mostraron cambios en la morfologia se su colonia en cada
ensayo e interaccion; lo que nos propone una perspectiva para seguir
caracterizando la interaccién entre ambos microorganismos.



Evaluacion de metabolitos secundarios de actinobacterias con
actividad antifungica sobre hongos fitopatdogenos

1. INTRODUCCION

1.1 CARACTERISTICAS DE ACTINOBACTERIAS

Las actinobacterias pertenecen al dominio Bacteria, filo actinobacteria y clase
actinobacteria. Son un grupo de bacterias Gram positivas, con un alto contenido de
guanina mas citosina (G+C) en sus genomas. Antes se consideraba que estas eran
una transicion entre hongos y bacterias por su similitud en el crecimiento y la
esporulacién, pero esta comparacion solo es superficial (Ait Barka et al., 2015). Se
caracterizan por presentar olor a “tierra” el cual se debe a la produccion de un

metabolito volatil, lamado geosmina (Dangi et al., 2014).

Muchas actinobacterias presentan un crecimiento apical en forma de hifas,
producen micelio y su reproduccion es esporular. La mayoria son fisiolégica y
ecologicamente aerdbicas, aunque pueden ser heterotrofas o quimioautoétrofas, se
consideran saprofitas y tienen la capacidad de utilizar una gran variedad de fuentes
nutricionales. (Barka etal., 2016). Estan distribuidas cosmopolitamente, en cuerpos
terrestres representan entre el 20% y el 60% de la poblacién microbiana total, pero
pueden ser encontradas en ambientes acuaticos dulces y marinos. Streptomyces,
es el género mas amplio, habitan principalmente en suelos semi-aridos, donde la
retencidén de agua es menor, con un pH alcalino y una temperatura entre los 25°C y
30°C (Kennedy et al., 2009; Hakvag et al., 2008; Leiva et al., 2004).

Durante la mayor parte de su ciclo de vida las actinobacterias estan en latencia, en
forma de esporas, esperando a que se presenten las condiciones necesarias para
iniciar su crecimiento. Su ciclo reproductivo inicia con una diferenciacion celular,
continua con la germinacion de esporas, cuando las condiciones nutricionales son
adecuadas comienza la generacion del micelio. Enseguida se presenta un

crecimiento de la colonia y se desarrolla un micelio aéreo y finalmente, cuando se
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presentan condiciones de escasez nutricional, las hifas se fragmentan y dan origen
a nuevas esporas (Barka et al., 2016) (FIG.1). Las actinobacterias pueden formar
esporas unicelulares o en cadena, las cuales son consideradas importantes en su
taxonomia. Estas son albergadas en esporangios flagelados o no flagelados, que
producen pigmentos que se conocen como polimeros melanoides que son similares
a las sustancias humicas encontradas en el suelo (Manivasagan et al., 2013; Barka

et al., 2016; (Salwan & Sharma, 2020).
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FIG. 1. Esquema del ciclo reproductivo de esporulacion en actinobacterias (Barka

et al., 2015).

1.2 REGULACION GENETICA DE LA ESPORULACION

Durante el ciclo reproductivo de Streptomyces existen dos rondas de muerte celular
programada (MCP). Después de la germinacion de esporas, una vez que se
desarrolla el micelio se lleva a cabo la primera ronda, que afecta el material formado
durante el crecimiento vegetativo temprano. A continuacion, se presenta la segunda
ronda de MCP, en la que las hifas vegetativas o del sustrato se lisan para formar el
micelio aéreo. Las hifas aéreas, que tienen un aspecto esponjoso, terminaran por

diferenciarse para formar cadenas de esporas (Barka et al., 2016). Una de las
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principales caracteristicas de las hifas aéreas es que tienen un tamafio mayor que
las hifas vegetativas, adicionalmente estan rodeadas por una vaina que mas tarde
se convertird en parte de la cubierta de las esporas. Se ha propuesto que la vaina
envolvente crea un canal a lo largo de la hifa externa que facilita el transporte de
nutrientes, lo que sugiere que los nutrientes y otros metabolitos pueden difundirse
desde las hifas vegetativas hasta las puntas de crecimiento de las hifas aéreas
(Barka et al., 2016).

Los genes que se requieren para la formacion de las hifas aéreas se denominan bld
en referencia al fenotipo “calvo” de mutantes que carecen de la formacion de estas;
mientras que las mutantes cuyo desarrollo est4 bloqueado en una etapa anterior a
la esporulacion se denominan whi debido a que no producen el pigmento gris de la
espora (Barka et al., 2016). Las hifas aéreas crecen por extensiéon de la punta,
cuando se genera la suficiente biomasa aérea, se transmite una sefal para detener
el crecimiento y seguir con la esporulacién que esta probablemente relacionada

con las proteinas reguladoras, WhiA y WhiB (Barka et al., 2016).

FtsZ

ParB

—-SsgB

Young Early Predivision Z-rings
aerial division division

FIG.2. Modelo del control de la division celular en la esporulacién (Tomado de Barka
et al., 2016)
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La mayoria de las bacterias tienen una division por fision binaria y este proceso
involucra la formacion del anillo citocinético, cuyo ensamblaje se forma por la
polimerizacion de miles de copias del homdélogo de tubulina FtsZ. En Streptomyces
, Sus largas hifas aéreas se empiezan a diferenciar en cadenas de esporas en un
evento de divisién celular con una coordinacion Unica, produciendo cadenas
distintivas de FtsZ que eventualmente conduce a una produccion de cadena de
esporas haploides (Grantcharova et al., 2005). Cuando inicia la esporulaciéon SsgA
se encuentra en las hifas aéreas jovenes, las proteinas SsgB y FtsZ permanecen
de manera difusa en la etapa de division temprana, ParA se agrupa en la punta de
la hifa aérea joven. Posteriormente SsgA y SsgB se localizan entre si y ParA se
empieza a difundir como filamento a lo largo de la hifa aérea en la etapa temprana
de division, mas adelante se forma el complejo ParB sobre los cromosomas no
condensados. FtsZ se ensambla en forma de espiral. En la etapa de la pre-division
celular el SsgB localiza a FtsZ, para mas tarde formar anillos Z en la etapa de
esporulacion. (Barka et al., 2016) (Fig.2).

Todas las proteinas y genes mencionados anteriormente de manera integral son
importantes no solo para el crecimiento de las hifas y la esporulacion también estan
involucrados en la sintesis de metabolitos secundarios, o que se debe a que
durante la diferenciacion de hifas vegetativas a hifas aéreas es donde se producen

estos compuestos.

1.3 REGULACION GENETICA DE PRODUCTOS SECUNDARIOS

Las actinobacterias tienen la capacidad de producir una gran variedad de
metabolitos  secundarios con funciones antibacterianas, antifingicas,
antiparasitarias, insecticidas y herbicidas (Aggarwal et al. 2016). Por lo que en su
genoma pueden encontrarse una gran diversidad de genes que codifican para las
vias de sintesis de estos compuestos (Pusztahelyi et al. 2015). La produccion de
antibioticos y de otros metabolitos secundarios esta relacionada con el inicio del

desarrollo del ciclo reproductivo de Streptomyces. Esta correlacién puede darse en
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la primera etapa de MCP. La N-acetil glucosamina (GlcNac) derivada de la pared
celular actia como una sefial para el inicio del desarrollo y como una molécula
inductora de la produccion de antibiéticos (Rigali et al., 2006., Rigali et al., 2008;
Barka et al., 2016). Las condiciones nutricionales no favorables activan la sefial de
GlcNac, la cual acelera el crecimiento y la produccion de antibidticos; por el
contrario, cuando se encuentran en medios ricos, las concentraciones de GlcNac
bloguean el desarrollo acelerado y la produccion de antibiéticos (Barka et al., 2016).
La glucosamina-6-fosfato (GIcN-P-6) es un derivado de GIcNAc que actlia como un
regulador alostérico perteneciente a la familia GntR DasR, la cual es un regulador
global para la produccion de antibidticos y sideroforos. Es probable que la
regularizacion en la sefializacion nutricional dependiente de GIcNAc este regulada
por el nivel intracelular de GIcN-P-6, la cual se une como ligando a GntR familia del
regulador DasR , lo que lleva a una desrepresion del control de la produccién de

antibioticos que es mediado por DasR (Barka et al., 2016).

Por otro lado, las actinobacterias son capaces de producir pigmentos gracias a la
melanina, los cuales pueden ser desde colores rojos, amarillos, azules, negros,
verdosos, rosados, segun la cepa, el medio utilizado y la edad del cultivo (Barka et
al., 2016). Estos pigmentos no son necesarios para su crecimiento; sin embargo,
son significativos para su supervivencia y competitividad (Barka et al., 2016; Salwan
y Sharma, 2020).

1.4 LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Los metabolitos secundarios (MS)son moléculas de bajo peso molecular que no son
esenciales en el ciclo de vida de los organismos, sin embargo, son requeridos
cuando se encuentran en condiciones no favorables para su desarrollo, ya que
mantienen un papel importante en la proteccion de las plantas contra los patdgenos
(Buddhika y Abersinghe, 2021).

Dentro de estas moléculas existen pigmentos, toxinas, péptidos ribosomales,

péptidos no ribosomales, policétidos, acidos grasos, antibiéticos, entre otros. Se ha
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demostrado que los microorganismos asociados a las plantas, principalmente las
bacterias endofitas o rizosféricas y los hongos son productores de gran variedad de
metabolitos secundarios, los cuales son importantes para la interaccién con otros
microorganismos del suelo. Estos MS inducen a reacciones de defensa de las
plantas, generando una resistencia sistémica a la infeccién por patdégenos y
eventualmente se construye un suelo supresor de crecimiento de patdgenos
(Buddhika y Abeysinghe, 2021).

1.5 SINTESIS DE MATABOLITOS SECUNDARIOS

Aunque las sintesis de acidos grasos, policétidos y péptidos no ribosomales puedan
tener reacciones y moléculas intermediarias similares o iguales, sus vias de sintesis
son diferentes. En el caso de los &cidos grasos, su producto resultante (Acyl ACP)
puede servir de sustrato para la sintesis de policétidos y también este acido graso
sera parte de otras vias importantes como la formacién de fosfolipidos, lipido A,

hemolisina y N-acil homoserina lactonas (Weissman, 2009).

La formacion de FA (Fatty Acid), a través de la sintesis de acidos grasos, por sus
siglas en inglés FAS (Fatty Acids Synthesis) constituye el primer paso para la
formacion de la membrana lipidica, esencial para las células. Su sintesis se divide
en dos etapas: iniciacion y elongacion ciclica. El primer paso inicia con la reaccién
de carboxilacion de la Acetil-CoA, la cual es catalizada por la enzima Acetil CoA
carboxilasa (ACC), esta reaccion de carboxilacibn consume ATP y el sustrato
principal es malonil-CoA. Posteriormente malonil CoA es transacilada hacia la ACP
mediante la enzima malonil CoA:ACP transacilasa (FabD) formando el producto de
malonil-ACP transacilasa.

A diferencia de los animales y hongos cuya sintesis de acidos grasos la llevan a
cabo enzimas multifuncionales, las bacterias y plantas sintetizan los acidos grasos
con enzimas monofuncionales (Geiger et al. 1991). Las enzimas multifuncionales,
tienen diferentes sitios de mdltiple actividad, que se encuentran generalmente

dentro de una sola cadena de péptidos y son utilizados para catalizar mas de una
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reaccion enzimatica. Por otro lado, las enzimas monofuncionales, son proteinas
diferentes para cada reaccion. Antes de mencionar la segunda etapa de la sintesis,
es importante resaltar algunas caracteristicas de la proteina de ACP, por su nombre
en inglés (acyl carrier protein), la cual es una proteina trasportadora de grupo de
acilo, de aproximadamente 80 aminoacidos, cumple la funcidon de transporte sin
desarrollar catalisis sobre la molécula transportadora. Su grupo prostético, esta
formado por una molécula de fosfopanteina, que es similar estructuralmente a la
Coenzima Ay este grupo prostético funciona como un brazo articulado movil (Pérez
& Noriega, 2016). La etapa de elongacion esta formada por varios ciclos de
reacciones, en donde cada ciclo cuenta con una condensacion, una primera
reduccion, una deshidratacion y una segunda reduccién. Primero ocurre la
condensacion de acetil-ACP y malonil-ACP catalizada por la primera enzima de
condensacion (FabB) o FabF, lo que conduce a la formacién de acetoacetil-ACP
con liberacion de CO2. En la primera reduccion el acetoacetil-ACP es reducido
usando NADPH por la enzima B-cetoacil-ACP reductasa (FabG) a D-3-hidroxibutiril-
ACP. A continuacion, este producto es deshidratado a crotonil-ACP, en esta
reaccion participa la enzima 3-hidroxiacil-ACP deshidratasa (Fabz). Por ultimo, en
la segunda reduccion el crotonil-ACP es reducido por NADPH a butiril-ACP y la
altima enzima participante es Enoil-ACP reductasa (Fabl) (Lépez-Lara y Otto-
Geiger, 2019) (Figura 4).

Cuando se completa cada ciclo de condensacion y reduccion de cadena, la cadena

de acilo en crecimiento se transfiere nuevamente a la cetosintasa para iniciar el

siguiente ciclo (Gago. G. et al.,2011).
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FIG.3. Esquema de la sintesis de acidos grasos (Tomado de Hoang et al., 2002).

1.6 SINTESIS DE POLICETIDOS

Los policétidos son metabolitos secundarios producidos por hongos, plantas y
principalmente por actinobacterias, poseen una gran diversidad estructural
potenciales para la produccion de: antibiéticos, antifingicos, antioxidantes, entre
otros. Dentro de los antibiéticos mas reconocidos derivados de los policétidos se
encuentra la eritromicina A, un antibacteriano macrélido, que ha estado en uso
clinico por 53 afos (Washigton y Wilson, 1985). Mas de un tercio de los
medicamentos aprobados entre 2005 y 2007 fueron productos derivados de los

policétidos y muchos de ellos siguen en desarrollo (Weissman, 2009).

Es importante mencionar que la sintesis de acidos grasos y policétidos, son
procesos similares, pero difieren en que: los policétidos (PKs), son un grupo

estructuralmente mas diverso, sus unidades iniciadoras y extensoras pueden ser
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mas diversas, el grado de reduccion en los acidos grasos siempre es total, mientras
que en los PKs es variable en cada paso de extension, los policétidos tienen
numerosos centros quirales , por las estructuras de las unidades extensoras que
tienen posibles cadenas laterales (Morgado, 2015).

Estos metabolitos son sintetizados a partir de precursores acil-CoA mediante las
enzimas monofuncionales policétido sintasas (PKSs), que van formando unidades
de &cidos carboxilicos. El nivel de organizacion de estas enzimas esta estructurado
en dos niveles: por modulos y por dominio, cada enzima contiene hasta dos o tres
modulos y cada uno de estos modulos esta compuesto por tres dominios esenciales.
Tienen un proceso similar a la sintesis de acidos grasos, se considera que las
enzimas de la sintesis de acidos grasos son una variante de las policétido sintasas.
Un modulo es una estructura formada por los dominios de unién y activacion
enzimaticas.

Los tres dominios esenciales son: Beta sintasa (KS), Acil transferasa (AT),
Tioesterasa (TE) y el de la proteina portadora de acilo (ACP) (Cabrera et al., 2017).
Y cada dominio lleva una funcién especifica para la elongacién de la cadena del
policétido. El dominio AT se encarga de atraer los monémeros que se incorporaran
a la cadena, en el dominio ACP ocurre el ensamblaje, ACP esta unido a 4-
fosfopanteteina, la cual enlaza al grupo tiol, con los monémeros que se van
afadiendo a la cadena. Un grupo tiol, es un compuesto formado por un atomo de
azufre y uno de hidrogeno. Por ultimo, el dominio KS, cataliza la reaccion de
condensacion de tipo tiol-Claisen descarboxilativa de los sustratos provenientes de
AT vy el precursor unido al dominio ACP. La amplia diversidad de policétidos que
existen en la naturaleza dependen gran parte de la presencia de dominios
accesorios, estos dominios opcionales pueden ser: ceto-reduccion (KR),
deshidratacion (DH) o enoil-reduccion (ER). Dentro de cada enzima debe de haber
al menos un dominio de terminacién (TE) o reduccion (Red) que indican el final de
la elongacion del policétido. Por ultimo, lo que determina la estructura final del
metabolito es el numero de modulos y tipo de dominios (Mejia Ponce, 2017).

18



\° o o AT-- Aciltransferasa DH--Deshidratasa

A AN AR

HO™ ™~ 7S-CoA R S-CoA KS—-Cetosintasa KR--Cetorreductasa
+ AT + AT ACP-- Proteina Portadora de acilo
o o o ER—Enoil-rreductasa
’\\ -
o SRR S-ACP R 8:-K8
‘. L ]
KS
v
_ »
0 ) KR OH O DH 0o ER 0
U - \ — U »
~ - > A AN -~ e
R S-ACP g7\ S-ACP R™ X Ns.AcP R N s.ACE
. A |B ( D
: o
- v »~ 4
(o) O OH 0o
- ey
87 N N NN N
Policétidos

FIG.4. Esquema de la sintesis de policétidos (Tomado de Cabrera et al., 2017)

Los sistemas de sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS) de manera
estructural son enzimas grandes multimodulares y cada modulo esté constituido por
tres dominios cataliticos: adenilacion (A), acarreador peptidil (PCP), condensacion
(C) necesarios para completar el ciclo de elongacion en la sintesis de péptidos
catalizados.El dominio de adenilacién se encarga del reconocimiento y activaciéon
del aminoé&cido que esté relacionado al acido hidroxilo, después de que el sustrato
es activado para la transferencia y activacion del mismo acarreador peptidil. El
dominio de condensacion se encarga de la formacién del enlace carbono-nitrégeno
y el aminoacido activado.

Los dominios A tienen una longitud aproximada de 550 aminoacidos, se encuentran
dentro de la superfamilia ANL (acil-CoA sintetasas), el sitio catalitico tiene un bolsillo
de union que recibe al mondmero que se activara por una reaccion de adenilacion
con una molécula de ATP. Cuando el monémero fue seleccionado, adenilado y
activado, se transfiere y se une covalentemente al dominio de Tiolacién (T) o PCP,

el cual tiene un aproximado de 80 aminoacidos de longitud, al igual que la ACP,

19



poseen las mismas caracteristicas, su Unica diferencia es que las PCP son
acarreadoras de péptidos.

El dominio de condensacién con un aproximado de 450 aminoacidos , cataliza la
formacién de los enlaces peptidicos, entre los mondmeros que fueron transportados
por los dominios T.(Duban et al., 2022). Para finalizar, un dominio de tioesterasa
(Te) cataliza la liberacion del péptido no ribosomico neorformado del complejo
enzimatico. El péptido puede ser liberado por hidrolisis y producir ACV (acido
aminoadipico-cisteina-valina) el cual es un precursor de la penicilina o puede ser

una reaccion intramolecular y producir un péptido ciclico (Duban et al., 2022).
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FIG.5. Representacion de la sintesis de NRPS (Tomado Cabrera et al., 2017)

1.7 IMP,ORTANCIA DE LAS ACTINOBACTERIAS COMO PRODUCTORAS DE
ANTIBIOTICOS

El género Streptomyces es uno de los principales géneros dentro de las
actinobacterias en la produccion de antibidticos. Estan reportados alrededor de
10,000 metabolitos secundarios bioactivos producidos por actinobacterias, de los
cuales 7,600 compuestos son producidos por las especies del género Streptomyces
(Dangi et al., 2014). Dentro de estos se encuentran el cloranfenicol y la tetraciclina,
entre otros antibioticos importantes para la industria farmacéutica (Martinez et al.,
2017).

Los antibidticos son sintetizados a partir de los precursores del metabolismo
primario, como lo son la glucdlisis, el catabolismo de acidos grasos y proteinas. El
acido hexuronico insaturado y una amino-caprolactama también son utilizados

como precursores para la biosintesis de diferentes antibiéticos. Los antibioticos
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como la nistatina, jadomicina, tetraciclina y sus derivados utilizan como precursores
acetil Co-A, malonil y NADPH. La biosintesis de estos antibidticos consume
suficiente energia en el proceso lo que implica la utilizacion del sistema multiproteico
NADPH (Salwan & Sharma, 2020). Las estructuras moleculares de los antibiéticos
incluyen B-lactamicos, aminoglucoésidos, tetraciclinas, macrolidos, glucopéptidos,

guinolonas, oxazolidinonas y sulfonamidas (Salwan & Sharma, 2020).

El cloranfenicol, obtenido a partir de una cepa de Streptomyces venezuelae, es un
agente antimicrobiano, unico entre los compuestos naturales, ya que contiene un
grupo nitrobenceno unido a un grupo propanol y un grupo amino conectado a un
derivado del &cido dicloroacético. El cloranfenicol es una de las moléculas mas
simples (Fig. 3), por lo que es el primer antibidtico, cuya sintesis fue desarrollada
para una produccion a gran escala. EI mecanismo de accién principal de este
antibiotico es la inhibicion de la sintesis de proteinas de diversas bacterias al
bloquear la elongacién de la cadena de péptidos por la unién al centro de la

peptidiltransferasa del ribosoma 70S (Morales G. et al., 2007).

En el caso de la tetraciclina, también inhibe la biosintesis proteica, uniéndose en las
subunidades ribosomales 70S y 80S impidiendo que el RNA mensajero llegue al
interior de la subunidad 30S del ribosoma, evitando la union del aminoacil en el sitio

del receptor y provocando el bloqueo de la cadena polipeptidica.

21



Claranfenicol Nistatina

HO._ ). © ©OH CH OH OH @ ‘.,,10
\
O.* HN 0, 0. _»
N Cl
[ HU.—*-._L_ =
O 9] NH,
3 oH
CHy Q, 1 e
e _ i L 1 1
2 —OH s .0 HoOH O A 0

"==\(\/M/MW
CH,

HE (I o gH gH c!m EH o'
Hy GJWWMJ\,

H OH

aH

Anfotericina Matamicina

FIG.6. Estructuras quimicas de los cuatro antibioticos obtenidos por el género

Streptomyces (Tomado de diversas fuentes de internet)

A partir de otras especies del género Streptomyces se han obtenido importantes
compuestos antifungicos, como el caso de la nistatina, la cual se aisla de
Streptomyces noursei. Esta molécula posee propiedades flngicas y fungistaticas,
su mecanismo de accién consiste en unirse a los esteroles de la membrana celular,
formando canales ionicos en las mismas, provocando la permeabilidad de la
membrana y la salida de los elementos intracelulares. Otros compuestos
antifingicos producidos por este tipo de bacterias son la anfotericina B y la
natamicina que son obtenidas de S. natalensis (Koontz Marcy, 2003). Su
mecanismo de accion consiste en producir un cambio en la permeabilidad de la
membrana, provocando perdida del contenido citoplasmatico y provocando la
muerte de la célula. Debido a lo anterior, las actinobacterias representan, hasta
ahora, el recurso microbioldgico mas importante en la blsqueda de nuevos
compuestos con actividad antimicrobiana, esto considerando que solo se han
descubierto un pequefio porcentaje de estos, si se considera la gran diversidad

existente (Tena et al.,2015).
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1.8 ACTINOBACTERIAS COMO AGENTES DE CONTROL BIOLOGICO DE
ENFERMEDADES EN AGRICULTURA

En la rizésfera se encuentran una gran cantidad de bacterias, muchas de los cuales
son capaces de colonizar las raices y la endésfera de las plantas. Estos
microorganismos son importantes para promover el crecimiento y prevenir
enfermedades. Algunas de estas bacterias reciben el nombre de Rizobacterias
Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPR por sus siglas en inglés) e inducen el
crecimiento de las plantas y al mismo tiempo las protegen de distintos patégenos
por mecanismos directos e indirectos. Los mecanismos directos son la solubilizacion
de minerales tales como el fésforo, potasio, el zinc, la produccion de fitohormonas,
entre algunos otros; mientras que entre los mecanismos indirectos incluyen la
produccion de antibiéticos, sideréforos o de enzimas degradadoras de la pared
celular, asi como la competencia por nutrientes, e induccion de la respuesta

resistencia sistémica de la planta (Olanrewaju et al., 2017).

Con respecto a la actividad antagonica las actinobacterias pueden inhibir el
crecimiento de los patdégenos a través de diversos mecanismos, mediante la
produccion de compuestos organicos volatiles (COV), antibiosis, colonizacion y
competencia por nutrientes y minerales como el hierro, zinc, potasio, azufre,
etcétera (Berg, 2009).

En agricultura las PGPR pueden usarse directamente para la formulacion de
productos, o los metabolitos secundarios con actividad antifingica que sintetizan
son empleados para elaborar agroquimicos y ser utilizados en los cultivos para el
control de plagas o enfermedades (Aggarwal et al. 2016; Olanrewaju and Babalola
2019; Vurukonda et al. 2018;Buddhika y Abeysinghe, n.d.). Se ha reportado que las
actinobacterias enddfitas, son capaces de promover el crecimiento de las plantas y
protegerlas de diversas enfermedades causadas por hongos fitopatégenos (Tokala
et al., 2002; Taechowisan et al., 2003; Tian et a., 2004; Cao et al., 2000).

Adicionalmente, se ha observado este tipo de bacterias son encontrados en la
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rizosfera de las plantas y pueden tener un efecto antagonico sobre hongos

fitopatdgenos, como Fusarium spp. y Alternaria spp. (Lahdenpera et al., 1991).

En diferentes reportes se ha evaluado la actividad antagénica de actinobacterias
del género Streptomyces en condiciones in vitro mediante el establecimiento de
ensayos duales ensayos in vitro contra hongos que afectan a los cultivos mas
importantes de hortalizas y algunos otros de gran importancia en México y el mundo

como lo son los vifiedos.

De manera comercial se distribuyen productos formulados a base de cepas de
Streptomyces, por ejemplo, Actinovate ®, el cual su base son esporas de
Streptomyces lydicus WYEC 108. Este es un aislado de suelo, y de acuerdo a la
ficha técnica esta cepa puede colonizar las raices de las plantas, compitiendo con
los patdgenos por el espacio y produciendo compuestos antifiungicos. Cuando se
utiliza en forma de pulverizado en el suelo o tratamiento de semillas, el producto
controla hongos fitopatégenos, tales como, Fusarium, Rhizoctonia, Phytum, entre
otros (Novozymes ®, 2022).

Por otro lado, la empresa Plant Health Care: México, maneja diferentes productos
para el beneficio y cuidado de las plantas. Uno de ellos es PHC BioPak-F, un
fertilizante biolégico en polvo, soluble en agua formulado a base de Streptomyces
griseoviridis que ofrecen a la planta una resistencia sistémica contra hongos
patdgenos del suelo (© PHC Mexico, 2022).

Otro producto utilizado es Avicta ®, en este caso se trata de un productoformulado
a base a partir de un mebabolito secundario, la abamectina, derivado de
Streptomyces avermitilis; el cual muestra actividad nematicida contra nematodos de
los géneros Helycotilenchus spp., Pratylenchus spp., Meloidogyne spp.,
Criconemoides spp., Tylenchorchynus spp. Y Xiphinema spp., en etapas tempranas
de cultivo (© Syngenta 2022).
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2. ANTECEDENTES

En los dltimos afios se ha tenido interés en los microorganismos que viven en la
rizosfera de las plantas, sobre todo en las actinobacterias, ya que se encuentran de
manera abundante y se caracterizan por su capacidad antagonica sobre

fitopatégenos (Tena et al.,2015).

Debido a ello se han realizado diversas investigaciones para identificar y
caracterizar actinobacterias con potencial para usarse en agricultura. Por ejemplo,
Evangelista-Martinez et al., (2017) evaluaron la actividad antifungica de las
moléculas bioactivas de Streptomyces mediante ensayos in vitro, algunas de los
cepas evaluadas presentaron actividad antagénica sobre Fusarium solani, F.

oxysporum f. sp lycopersici y Phythophthora capsici.

En 2019, Sanchez-Garcia et al., (2019) realizaron muestreos en dos condiciones de
suelo (cultivado y no perturbado) entre enero y febrero, en diferentes municipios del
estado de Guanajuato. A partir de las muestras de suelo rizosférico colectadas se
aislaron actinobacterias, las cuales se evaluaron de manera in vitro para determinar
su efecto antagonico sobre tres cepas de hongos fitopatdégenos, Fusarium solani,
Phythophthora capsici y F. oxysporum f. sp lycopersici. De las cepas evaluadas, tres
tuvieron un rango de inhibicién entre el 60% a 80% en los tres fitopatégenos con los

gue se realizo la confrontacion.

Cambero et al., (2020) buscaron identificar actinobacterias para el control de
patdgenos Pestalotiopsis sp., Collectothrichum gloesporioides y Lasiodiplodia
pseudotheobromae que afecta el cultivo de guandbana en Nayarit. Obtuvieron
nueve cepas de actinobacterias, con los aislados obtenidos llevaron a cabo una
evaluacion antagoénica in vitro mediante el establecimiento de ensayos duales. Los
resultados de este ensayo mostraron que tres especies de Streptomyces

presentaron actividad antagonica contra dos de los fitopatégenos evaluados.
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Por otro lado, Trinidad Cruz et al., (2021) aislaron 41 cepas de actinobacterias,
provenientes del suelo rizosférico de una huerta de aguacate var. Hass del
municipio de Ziracuaretiro, Michoacdn. Posteriormente para estos aislados
obtenidos se evalu6 su capacidad de inhibicion sobre Colletotrichum
gloeosporioides en condiciones in vitro. De los aislados evaluados el 15% de inhibio
en el crecimiento de este fitopatdgeno que es causante de la enfermedad conocida
COmMo antracnosis.

En Baja California, Delgado Ramirez et al., (2021) realizaron una bioprospeccion
de muestras del suelo de la rizosfera de Solanum hindsianum de 12 diferentes
sitios. A partir del andlisis de las muestras se obtuvieron 343 cepas bacterianas, de
las cuales 15 fueron identificadas como actinobacterias. Para el total de los aisaldos
se evalud la actividad antagonica sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL)
en condiciones in vitro Yy posteriormente mediante ensayos en planta. De los
aislados evaluados dos cepas de actinobacterias pertenecientes a los géneros
Streptomyces (rbES158) y Glutamibacter (rbES331) en condiciones in vitro
mostraron una actividad antagonica y obtuvieron porcentajes de inhibicion de entre
un 15% y 50%. Interesantemente, al evaluar su actividad de biocontrol sobre FOL
en ensayos con plantas, 2 cepas tuvieron un efecto letal al desarrollar 33% y 66%
de letalidad sobre las semillas. Es por ello que en este trabajo se busca continuar la
caracterizacion de cepas de actinobacterias obtenidas y determinar su actividad
antagonica, asi como identificar los mecanismos de accion mediante los que inhiben

a los hongos fitopatégenos.
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3. JUSTIFICACION

En Baja California la agricultura es una de las principales actividades econdémicas,
la cual enfrenta grandes problemas debido al dafio causado por fitopatégenos. Una
alternativa de control de enfermedades es mediante el uso de actinobacterias, ya
que estas pueden producir diversos metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana, lo cual las convierte en una opcién para disminuir el uso de
agroquimicos en la agricultura. Sin embargo, para garantizar su efectividad de
biocontrol sobre fitopatégenos es necesario identificar microorganismos adaptados
a las condiciones climaticas del sitio geografico donde se van a aplicar o aislar y
sintetizar metabolitos secundarios especificos con actividad antimicrobiana que
permitan formular productos para usar en cultivos agricolas.

Considerando lo anterior, en este trabajo se realizo la caracterizacion de diferentes
cepas de actinobacterias nativas de Baja California, con potencial para actuar como
agentes de control biolégico sobre hongos fitopatégenos que afectan cultivos de
importancia econdmica en este estado. Como parte de la caracterizacién, se
identificaran aquellas que puedan inhibir el mayor nimero de hongos fitopatdgenos
que afecten cultivos de importancia economica, considerando bajo qué condiciones
de crecimiento se producen los compuestos de efecto antagdnico mas efectivos,
tomando en cuenta que cada hongo fitopatégeno tiene diferentes estilos de vida y

puede poseer diferentes mecanismos de resistencia.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

» Evaluar el efecto de compuestos difusibles y volatiles de actinobacterias

asociadas a Solanum hindsianum sobre distintos hongos fitopatogenos.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» ldentificar cepas de actinobacterias que producen compuestos volatiles y no
volétiles con actividad antifungica sobre hongos fitopatégenos de importancia
economica en México.

+ Determinar el efecto antifungico de los compuestos difusibles contra
diferentes hongos fitopatégenos.

+ Determinar el efecto antifngico de los metabolitos secundarios de los

compuestos volatiles contra diferentes hongos fitopatogenos.
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5. HIPOTESIS

* Los metabolitos secundarios sintetizados por actinobacterias asociadas a S.
hindsianum tienen actividad antifangica diferenciada sobre diferentes hongos

fitopatogenos.

6. METODOLOGIA

6.1 MANTENIMIENTO Y RESGUARDO DE AISLADOS

Fueron seleccionados 15 cepas de actinobacterias de la coleccion de Delgado-
Ramirez (2020), las cuales fueron recuperadas de suelo de la rizésfera de Solanum
hindsianum de muestras colectadas en Baja California Sur y Baja CaliforniaHasta el
momento de su caracterizacion las esporas se mantuvieron almacenadas en el
laboratorio de fitopatologia del CICESE, en glicerol al 35% y a -20°C. (Tabla 1). Las
12 cepas de hongos se encontraban resguardadas en el laboratorio de Fitopatologia

del CICESE, en glicerol al 30% y almacenadas a 4°C.

Para recuperar los resguardos de hongos se coloco un disco de micelio en cajas
Petri de Agar Dextrosa Papa (PDA), posteriormente estas se incubaron por 5 dias
a 30°C. Para recuperar las actinobacterias, se plaguearon 10ul de suspensiéon de
esporas en placas Petri de PDA 'y se incubaron por cinco dias a 27°C. Transcurrido
este tiempo se obtuvieron las esporas, colocando 500ul de agua sobre el cultivo de
actinobacterias, posteriormente con un algodon estéril se frotaba el micelio y
enseguida las esporas se llevaban a tubos eppendorf de 1.5ml con 700ul de agua
y 700ul de glicerol al 35%.
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Tabla 1. Lista de actinobacterias seleccionadas para pruebas cualitativas

Muestra Cepa Inhibicién | Pruebas colorimétricas Medio de
K P Qui |Sid | AIA |cultivo
M1 rbES165 |+ - + - - + YPD
M2 rbES171 |+ - - - - + ISP4
M3 rbES161 |+ - - + - + YPD
M3 roES164 | + - - - - - YPD
M3 rbES166 |+ - - + - + YPD
M3 rboES160 | + - + - - - ISP4
M4 rbES158 | + + + - + - GYA
M4 roES173 | + - - + - + YPD
M5 rbES174 | + - - + - + KB
M6 roES159 | + - - - - - YPD
M8 rbES175 |+ - - - - + KB
M11 rboES331 | + - - - - + TYIGYA
M12 roES338 | + - - - - + TY/YPD
M12 rbES339 | + - - - - + TY/YPD

6.2 HONGOS FITOPATOGENOS SELECCIONADOS PARA EVALUACION DE
ANTAGONISMO: Particularidades de hongos fitopatégenos usados en ensayos de
antagonismo bajo condiciones in vitro

En el estado de Baja california vid y tomate se encuentran entre los principales

cultivos establecidos (Méndez-Medina, 2016; Delgado-Ramirez, 2020). Durante el

ciclo de vida del cultivo se ven afectados por diferentes enfermedades que

disminuyen su rendimiento.

Debido a que las cepas de actinobacterias son aislados nativos de Baja California

se determind evaluar su efecto sobre fitopatbgenos que afectan a cultivos de

importancia de este estado. Para ello fueron seleccionadas 12 cepas de hongos

como hongos fitopatégenos para realizar los ensayos de antagonismo los cuales
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fueron aislados de cultivos establecidos en diferentes regiones del estado (Tabla 1)
Ocho de estos son especies asociadas como agentes causales de enfermedades
de la madera de vid, siete de ellas pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae,
identificadas como, Botrhyosphaeria dotidea, Diplodia mutila, Lasiodiplodia
brasiliensis, L. gilanensis, Neofusiccocum australe, N. parvum, N. luteum, D. mutila.
En cuanto a los géneros pertenecientes a esta familia se sabe que ocasionan tienen
gran habilidad de pasar de enddfito a patdégeno en plantas que estan bajo estrés
(Mondragén-flores, 2021). Otro de los aislados evaluados pertenece a la familia
Diaportheaceae (Diaporthe sp.), esta especie de asocia con la enfermedad
conocida como muerte regresiva por Phomopsis en vid. Adicionalmente fueron
elegidas tres especies de hongos que causan enfermedades en el cultivo de tomate,
dos de ellas asociadas con la pudricion radicular (Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici raza 1 y F. solani) y la otra cepa desencadena tizén tardio (Alternaria

sp.).

Con respecto a los hongos que afectan al cultivo de vid se ha reportado, que cepas
del género Lasiodiplodia son cosmopolitas y tiene una gran variedad de hospederos,
desde plantas monocotiledoneas y dicotiledéneas (Picos Mufoz et al., 2015).
Ademas, ocasionan enfermedades como gomosis, tizon de la hoja, pudricién de la
raiz en plantas maderables y en los cultivos (Pitt y Hocking, 2009; Shahbaz et al.,
20009).

En cuanto a las cepas del género Neofusiccocum se han reportado diferentes
especies, siendo N. australe uno de los patégenos mas importantes dentro de
Botryosphaeriaceae que afectan a la vid y otras especies frutales. Algunos estudios
han demostrado que en ensayos de patogenicidad con N. australe y N.
stellenboschiana en manzano, ciruelo, olivo y vid, causan desde lesiones menores,
lesiones intermedias y grandes (Mojeremane et al., 2020). Otras especies como N.
luteum y N. parvum también ha sido identificados en vifiedos del pais (Tapia et al.,
2020). Respecto a B. dothidea se reporta que dafa a la pitahaya ( Hylocereus

undatus (Haw.) Britton y Rose) provoca en los tallos manchas circulares color
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marron que posterior se vuelven cafés, después avanza a los tejidos internos del
tallo, se empiezan a desprender partes del tallo dejando huecos, en estos huecos
se pueden observar picnidios y pseudotecios del hongo (Valencia-botin & Livera-
mufioz, 2005).

La enfermedad de pie negro es afectada por diferentes tipos de hongo incluido B.
dothidea, esta se hace presente en los vifiedos de todo el mundo. Algunos de los
sintomas principales son vasos oscurecidos, las plantas enfermas empiezan a
mostrar perdida de vigor, troncos pequefios, entrenudos cortos, reduccion en el
follaje total y tamafio de las hojas, las cuales muestran clorosis intervenal y necrosis
(Abreo et al.,2013).

Cepas del género Diplodia, suele generar los siguientes sintomas en plantas
enfermas, amarillamiento, tizones que cubren parcialmente la superficie de la
epidermis de hojas. En base a las descripciones de (Leyva et al., 2011) sus
picnidios son globosos de color marrdn y conidios fusiformes del mismo color, estas
observaciones fueron encontradas en asilados de granos de avena. El hongo
fitopatdogeno D. mutila , esta asociado a la enfermedad del brazo muerto en el cultivo
de vid, y este afecta la productividad y la rentabilidad del cultivo (Flores, 2005).
Algunos de los sintomas de la enfermedad de brazo muerto que ocasiona Diplodia
mutila, es la marchitez, clorosis en las hojas y pudricién en los frutos en algunos
casos, cuando la enfermedad estd muy avanzada, se pueden afectar las
inflorescencias y el fruto se llega a deshidratar por completo (Flores, 2005). Otro de
los hongos que afectan la madera de vid son cepas del género Diaporthe, las cuales
se encuentran afectado principalmente los cultivos de citricos, un ejemplo es
Diaporthe Caulivora, esta especie es causante del cancro del tallo que predomina
en los cultivos de soja (Sanchez, M.C.; Ridao, A. del C. & Colavita, 2015).
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Tabla 2. Listado e informacion sobre las cepas de hongos fitopatdgenos usados en
ensayos de antagonismo

Cepa Especie Hospedero | Origen Referencia
Manuel 1.0 Diaporthe sp. Vid Ensenada, Baja | Rangel-
california Montolla, 2021
Phum Phaecremonium sp. | Vid Ensenada, Baja | Rangel-
california Montolla, 2021
MXBCCSO01 Lasiodiplodia Vid Ensenada, Baja | Rangel-
gilanensis california Montolla, 2021
MXBCL28 Lasiodiplodia Vid Ensenada, Baja | Rangel-
brasiliensis california Montolla, 2021
uC2098 Neofusicoccum Vid Valle deTemecula, | Urbez-Torres et
luteum USA al., 2006
UC16 Neofusicoccum Vid Valle deTemecula, | Urbez-Torres et
australe USA al., 2006
14P4 Neofusicoccum Vid Parras, Coahulia Rangel-
parvum Montolla, 2021
UCD1965SB Diplodia mutila Vid California, USA Urbez-Torres et
al., 2006
RJIM22 Botryosphaeria Vid Chihuahua, Rangel-
dothidea Chihuahua Montolla, 2021
Fol R1 Fusarium Tomate Ensenada, Baja | Armenta-Lopez,
oxysporum f. sp. california 2013
lycopersici
Fol R2 Fusarium Tomate Ensenada, Baja | Armenta-Lopez,
oxysporum f. sp. california 201
lycopersici
Fols Fusarium solani Tomate Ensenada, Baja | Cepario de
california fitopatologia
Alt. 1 Alternaria sp. Tomate Ensenada, Baja | Cepario de
california fitopatologia

6.3 EVALUACION CUALITATIVA DE ACTIVIDAD ANTAGONICA SOBRE
DIVERSOS HONGOS FITOPATOGENOS

Para determinar la actividad antagénica de las 15 cepas de actinobacterias

seleccionadas. Primero se realizdé un ensayo cualitativo, en el cual en placas Petri

con PDA se inocularon 10 uL de una solucion de esporas de cuatro cepas diferentes

de actinobacterias (Guevara-Avendario et al., 2018). Posteriormente en el centro de

la placa se colocd un disco de micelio de 7 mm, de cada uno de

los hongos
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fitopatdgenos. Las placas se incubaron a 30°C por 5 dias. Las cepas de
actinobacteria que mostraron actividad antagonica mediante la formacién de un halo

de inhibicién fueron seleccionadas para continuarse caracterizando.

6.4 EVALUACION CUANTITATIVA DE ACTIVIDAD ANTAGONICA DE CEPAS DE
ACTINOBACTERIAS SOBRE DIFERENTES HONGOS FITOPATOGENOS
MEDIANTE ENSAYOS DUALES

La cuantificacion de la actividad antagonica de cepas de actinobacterias se realizo
mediante la implementacién de ensayos duales. Se determiné el efecto antagénico
de seis cepas de actinobacterias sobre 12 hongos fitopatégenos.

En el establecimiento de este ensayo se usaron placas con medio PDA, en las
cuales se coloco un disco de micelio del hongo correspondiente a una distancia de
2 cm del borde de la placa y en el extremo opuesto se colocaron 10ul de una
suspension de esporas. En los ensayos de interaccion entre las cepas de L.
brasiliensis, D. mutila primero se realiz6 la inoculacién la cepa de actinobacteria y
24 horas después se indculo el hongo. Mientras que contra las hongos Diaporthe
sp., N. parvum, N. luteum, N. australe y Fusarium oxysporum raza 2, primero fue

inoculado el hongo y dos dias después la cepa de actinobacteria.

Este ensayo realizaron tres repeticiones, ademas las placas se incubaron por siete
dias a una temperatura de 30°C. Posteriormente se cuantificoO el porcentaje de
inhibicion usando la férmula reportada por Ezziyyani et al., (2004): PI=(Rxr)/Rx100
donde R es la medida total de la placa control y r es la medida de hongo fitopatégeno

cuando esta en interaccion con la bacteria.

6.5 EVALUACION DE PRODUCCION DE COMPUESTOS VOLATILES DE
ACTINOBACTERIAS SOBRE HONGOS FITOPATOGENOS

Para determinar la produccion de compuestos volatiles con actividad antifingica
producido por las cepas de actinobacterias, se utilizd un sistema doble placa
(Giorgio et al., 2015); el cual consiste en inocular en una placa un disco de micelio

de 7mm del hongo y en otra placa inocular siete gotas de 10 pL de una suspension
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de esporas de las actinobacterias correspondientes. Posteriormente las placas se
unen de tal forma que el hongo en la parte inferior y las gotas de las cepas de
actinobacterias en la parte superior. Se realizaron tres repeticiones por tratamiento,
enseguida las placas se incubaron por 7 dias a 30°C. Después de este tiempo se
determiné el porcentaje de inhibicion usando la férmula PI=(Rxr)/Rx100 (Ezziyani et
al., 2004); ademas se compararon los cambios en la morfologia del hongo vy las

actinobacterias

6.6 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONICA DE COMPUESTOS DE
SOBRENADANTES PRODUCIDOS POR ACTINOBACTERIAS SOBRE HONGOS
FITOPATOGENOS

Para determinar la produccion de compuestos de sobrenadantes con actividad
antifingica producida por las cepas de actinobacterias se empled un ensayo de
sobrenadantes (Giorgio et al., 2015). En este ensayo se determiné el efecto de los
compuestos producidos por las seis actinobacterias sobre los cuatro hongos

fitopatogenos.

En matraces de 50 ml con medio de cultivo TY se inocularon 15ul del inoculo de
esporas de cada actinobacteria. Los cultivos se incubaron a 125 rpm a 28°C durante
seis dias.

Transcurrido el tiempo de incubacion se filtro cada inoculd usando filtros de jeringa
de PTFE 0.20 nm. A continuacién, se prepararon placas a partir del 25% del
sobrenadante obtenido y medio de cultivo PDA al 75%. Una vez solidificadas las
placas, se colocé en el centro un disco de micelio de 7 mm de cada cepa de hongo
fitopatdgeno. Las placas se mantuvieron en incubacion por siete dias a 30°C y
enseguida se cuantifico el porcentaje de inhibicion de crecimiento del hongo usando

la féormula descrita en la metodologia anterior.
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7. RESULTADOS

7.1 IDENTIFICACION DE CEPAS DE ACTINOBACTERIAS CON ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA

En el ensayo de identificacion cualitativa antagonica se identific6 que, de las 15
cepas inoculadas, seis cepas de actinobacterias: rbES158, rbES161, rbES173,
rbES328, rbES331, rbES339 mostraron inhibicion antagdnica contra nueve hongos
fitopatdogenos, ejemplos de L. brasiliense, F. oxysporum f.s. lycopersici raza 1
(FIG.7.). Por lo cual fueron seleccionadas para continuar con los siguientes ensayos

de antagonismo.

bES158 rbES331

DES161  rbES339
rES159 @

v )
\a -
LH5 rbES338

ES173 LH17

rbES166 rbES171 LH13 ‘. rbES328

bES167 rbES174

FIG.7. Evaluacién cualitativa de actividad antagonica de aislados de actinobacterias
sobre diversos hongos fitopatégeno. A) B) C) L. brasiliensis , D) Fusarium

oxysporum f.s. lycopersici raza 1
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7.2 INHIBICION ANTAGONICA EN LOS ENSAYOS DUALES

Para los ensayos duales de antagonismo las seis cepas de actinobacterias antes
seleccionadas se contrapusieron contra diferentes hongos fitopatégenos de la
madera y del suelo. En las primeras siete cepas de hongos fitopatdgenos que se
muestran en la tabla 1, se puede observar que la mayoria de los aislados de
actinobacterias tuvieron un efecto antagdénico contra los diferentes hongos

fitopatogenos.

El aislado rbES173, tuvo un mayor efecto antagdnico cuantitativo contra cinco
hongos, tres de la madera (N. australe, B. dothidea, D. mutila ) y dos del suelo (F.
oxysporum f.sp. lycopersici , Alternaria sp. ) a diferencia de las demas cepas. Sin
embargo, al menos una de las cepas seleccionadas tuvo un efecto antagdnico
contra uno de los hongos fitopatégenos.En el caso de del aislado rbES158 tuvo
niveles bajos de inhibicidbn en este ensayo, su mayor porcentaje de inhibicion lo

obtuvo contra F. oxysporum f.sp. lycopersici raza 2 y el mas bajo con N. australe.

En la evaluacion de las seis cepas de actinobacterias sobre L. brasiliensis se
obtuvieron porcentajes de inhibicién que van desde el 12 hasta el 31.3 %, siendo la

cepa rbES339 la que obtuvo el valor més alto.

En este ensayo se observO que de los hongos fitopatégenos evaluados L.
brasiliensis tienen un crecimiento rapido, y fue una de las cepas de hongos
fitopatdgenos que mostré diversos cambios en la morfologia de la colonia
dependiendo de la cepa de actinobacteria contra la que fue evaluada (FIG 8). Los
cambios observados en las colonias de L. brasiliensis incluyen: poca formacion de
micelio aéreo observado en la interaccién con las seis cepas, produccion de un
pigmento rosado que solo mostré al estar en interaccion con las actinobacterias
rbES158 y rbES173; melanizacion del micelio al estar en confrontacion con cinco
de los aislados (rbES161, rbES173, rbES328, rbES331 y rbES339).
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Por otro lado, las seis actinobacterias evaluadas al estar en confrontacion con L.
brasiliensis mostraron buena esporulacion, excepto la cepa rbES158. Ademas, la
colonia de la cepa rbES161 mostré un mayor crecimiento en comparacion con las
otras actinobacterias. Para la cepa rbES331 se observd un menor aumento de la
colonia y esporulacion y aun con ello fue una de las cepas que tuvo mayor inhibicién.
Otra variacién observada fue la produccion de un pigmento café el cual se difundié

en el medio por dos de los aislados la cepa rbES328 y rbES339.

rbES158 rbES161 rbES173

&}:
L. brasiliensis ‘} v 4

rbES328 rbES331 rbES339

FIG.8.Evaluacion de actividad antagonica de seis cepas de actinobacterias sobre L.
brasiliensis.

En el caso de L. gilanensis (FIG 9), al confrontarlo con las 6 cepas de
actinobacterias, se observo que, la rbES328 fue la que produjo un impacto mas
significativo, obteniendo mas del 40% de inhibicion (Tabla 3), aunque
interesantemente el hongo no mostré6 cambios morfolégicos relevantes. Otro
porcentaje representativo es el de la cepa rbES339, con un 36% (Tabla 3) de
actividad antagonica, ademas indujo la produccion de micelio aéreo del hongo y en
el caso de la actinobacteria, esta sintetizd6 de un compuesto café. Por otro lado L.
gilanensis al tener interaccion con las cepas rbES158, rbES173, rbES328, rbES331
y rbES339, presentdé cambios morfolégicos como: cambio en la coloracion del

micelio de un color gris claro a café asi como la produccion de un compuesto rojo.
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FIG.9.Evaluacion de actividad antagonica de seis cepas de actinobacterias sobre L.
gilanesis

Es importante mencionar que para los experimentos con el aislado ambiental del
hongo fitopatégeno Diaporthe sp. se inoculd6 dos dias antes de inocular la
actinobacterias, pues tiene un crecimiento lento. En la confrontacién con este
aislado, las cepas obtuvieron un porcentaje de inhibicion del 24.37 al 39.3%, siendo
la cepa rbES331 la que tuvo el porcentaje mas alto. El hongo fitopatégeno al tener
una interaccion con las seis cepas presento cambios en la coloracion pasando de
un tono blanquecino a un color gris y a un color café conforme se va acercando a la
actinobacterias, también el micelio se mostr6 aplanado. Otra cosa de interés que se
observo fue que la cepa rbES328 produjo una pigmentacion café, mayor a la que
mostraron las cepas rbES331 y rbES339, sin dejar de lado que estas dos cepas

fueron las que mostraron el mayor porcentaje de inhibicion (Tabla 3).
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FIG.10. Evaluacion de actividad antagonica de seis cepas de actinobacterias sobre
Diaporthe sp.

En la confrontacion de N. parvum contra las seis cepas de actinobacterias se
observaron porcentajes interesantes de inhibicién que van desde 13.95 hasta un
33.64% (Tabla 3). En la placa control de este hongo se observd abundante micelio
aéreo gris claro. Mientras que con la interaccién con las cepas de actinobacterias
N. parvum mostré poca formacion de micelio aéreo y la colonia plana. Contra las
cepas rbES328, rbES331 y rbES339 el hongo mostré un crecimiento de micelio
aéreo en una coloracion mas beige. También, es de interés sefalar el cambio en
las actinobacterias, como la pigmentacién café que produjeron, y en el caso de la

cepa rbES161 presentd una mayor colonizacion en el agar.
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FIG.11. Evaluacién de actividad antagoénica de seis cepas de actinobacterias sobre
N. parvum

En la figura 12 se observa que el crecimiento de N. australe en el control no es
uniforme, lo cual es su forma de crecimiento habitual en PDA. La cepa que presentd
menor porcentaje de inhibicion fue la cepa rbES161 con un valor de 10.2% (Tabla
3). Por el contrario, la cepa con mayor porcentaje de inhibicion fue la rbES173 la
cual presenta un impacto inhibitorio de 45.74% (Tabla 3). Este hongo fitopatégeno
al ser confrontado con las cepas de actinobacterias, presentd un crecimiento
uniforme similar al control, pero con halos visibles que marcaban su desarrollo. En
las actinobacterias también se observaron cambios en la pigmentacion, un ejemplo
es: la cepa rbES161 present6 un pigmento amarillo en el agar al redor de su sitio de
inoculacion y las cepas rbES328, rbES331 y rbES339, presentaron la pigmentacion

café.
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FIG.12. Evaluacién de actividad antagonica de seis cepas de actinobacterias sobre

N. australe.

En los ensayos duales contra el hongo fitopatdgeno N. luteum, este patégeno se
inocul6 dos dias antes que la actinobacteria. La confrontacion con la cepa rbES161
tuvo como resultado un porcentaje de inhibicion de 31.33% (Tabla 3) siendo la
segunda cepa con mayor inhibicidon, mientras que la confrontacién con la cepa
rbES158 actlio con 15.85% de inhibicion (Tabla 3), el aislado con el mayor efecto
antagonico fue la cepa rbES331, presentando un valor de 39.20%. El desarrollo del
micelio en el hongo crece de una manera plana y se marca claramente el limite del
crecimiento. En la confrontacidén con la cepa rbES158, la actinobacteria mostré un
claro halo de inhibicién, sin g esporulacién en comparaciéon con las demas cepas,

principalmente con el aislado rbES161.
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FIG.13. Evaluacién de actividad antagonica de seis cepas de actinobacterias sobre

N. luteum.

Al evaluar la actividad antagonica de las actinobacterias sobre B. dothidea (FIG.14)
se observaron diferentes cambios, por ejemplo, la cepa rbES158 obtuvo el
porcentaje de inhibicion mas bajo (10.97 %), ademas el hongo mostro una similitud
en la morfologia de la colonia con el control y es la cepa con un menor porcentaje
de inhibicion (Tabla 3). EI mayor porcentaje de inhibicion fue con la cepa rbES173
con un 19.28% (Tabla 3),

Las cepas rbES161, rbES328, rbES331 y rbES339 tuvieron porcentajes desde los
15.1% hasta 17.04%. El hongo fitopatdgeno presenté cambios en el pigmento del
micelio, pasando a un gris mas oscuro conforme se acercaba a la actinobacteria.
Las cepas de actinobacterias tambien presentaron cambios, como fue el caso del
aislado rbES328 (FIG. 14) donde parece una clara de huevo, teniendo una
esporulacién amarilla en la parte de en medio y blanca alrededor de esta. La cepa
rbES173 si bien no tuvo una gran esporulacion como en el caso de la mayoria de
las cepas, fue la que mejor porcentaje de inhibicion presento.
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FIG.14.Evaluacion de actividad antagénica de seis cepas de actinobacterias sobre
B. dothidea

En la evaluacién antagonica sobre D. mutila, el porcentaje con mayor inhibicion fue
la cepa rbES173 (43.33%, Tabla 3), seguido de un segundo mayor porcentaje de la
cepa rbES328 (40.88, Tabla 3), pasando a un porcentaje menor de 28.50% por la
cepa rbES158.

D. mutila (FIG. 15) presenté cambios morfolégicos en la pigmentacion del micelio
con referencia a el control, un ejemplo claro es con la cepa rbES161 donde el color
del micelio se presentd mas oscuro, en un tono amarillo, que puede ser un reflejo
del pigmento amarillo que produjo la cepa rbES161. Las cepas rbES173, rbES328,
rbES331 y rbES339 tienen un crecimiento parecido al control, pero con un color del
micelio en un gris claro por ultimo la cepa rbES328 produjo un compuesto con un
pigmento amarillo. Como anteriormente se muestra la cepa rbES328 presento una
esporulacion en forma de clara de huevo, lo mismo que con el aislado rbES161,

solo cambiando sus tonos de colores rosas y blanco.
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FIG.15. Evaluacién de actividad antagonica de seis cepas de actinobacterias sobre
D. mutila

El hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raza 1 normalmente no
crece con un micelio aéreo, tiene un pigmento entre blanco o rosado y logra cubrir
la placa de PDA después de 6 a 7 dias de incubacién (FIG. 16).

La contraposicion con la cepa rbES173 es la de mayor efecto inhibitorio (31.23%,
Tabla 3), la segunda cepa con mayor porcentaje de inhibicion fue rboES158 con un
28.57%. Los aislados rbES328 y rbES339 actuaron con un porcentaje de inhibicion
del 25.28% vy 17.45% respectivamente. El crecimiento del micelio en la
contraposicion con los aislados, se presentd de manera mas rosado, en el caso de
algunas cepas, de manera uniforme pero con las lineas marcadas, el micelio en la
mayoria de los casos crecié de manera extendida, abarcando los diferentes lados
de la placa. Las cepas de actinobacteria produjeron un pigmento amarillo como en
el caso de la rbES173 donde este pudo ser el causante de un mayor porcentaje
inhibitorio. Todas las cepas lograron obtener una inhibicién contra el fitopatdgeno,
de manera interesante la contra posicion con la cepa rbES158, se notdé un cambio
en el pigmento del hongo fitopatdgeno, con un rosa fuerte que es caracteristico

cuando esta en condiciones de estrés.

45



rbES158 rbES161 rbES173

[
Fusanum oxysporum f.sp. ‘ » I \.
lycopersici raza 1 % |
1

rbES328 rbES331 rbES339

¢ ¢ e

FIG.16. Evaluacién de actividad antagonica de seis cepas de actinobacterias sobre
F. oxysporum f.sp lycopersici raza 1

Los porcentajes de inhibicion para la contraposicion entre F. oxysporum f.sp
lycopersici raza 2 y los aislados de actinobacterias, fueron valores desde 35.53% a
49.52% (Tabla 3). El micelio del hongo fitopatégeno con la confrontacién roES339
crecio de manera gruesa y con abundante micelio aéreo, mostrando un color
naranja intenso y al final del crecimiento mostr6é una pigmentacion café. En general
se presentaron cambios en la pigmentacién y el patron de colores en este aislado
fungico (FIG. 17). Con otro aislado el hongo fitopatdgeno mostré un crecimiento
similar que, con F. oxysporum f.sp lycopersici la razal, el micelio se nota mas
alargado y con un crecimiento uniforme. Los aislados de actinobacterias también

presentaron pigmentos diferentes a su esporulacion.
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FIG.17. Evaluacién de actividad antagonica de seis cepas de actinobacterias sobre
F. oxysporum f.sp lycopersici raza 2.

Fusarium solani fue inhibido desde un valor de 17.36 a 27.16%. El fitopatégeno en
contraposicion con la cepa de mayor inhibicion rbES328 presenté cambios
morfolégicos, como: un menor crecimiento hacia el frente, el micelio tiene una leve
separacion del micelio inicial, asi como un color blanco sin mas cambios en su
pigmentacion. También con los aislados rbES158 y rbES161, rbES173, rbES339 se
observa que el fitopatdgeno crecié de manera uniforme y en un solo color, hasta
gue tuvo un acercamiento con los aislados de actinobacterias, la pigmentacion del
micelio cambio a un color negro. La cepa rbES339 mostré una esporulacion
demasiado avanzada, en el caso de algunas cepas, produjeron algun pigmento que

cambio el color del agar alrededor de estas.
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FIG.18. Evaluacién de actividad antagonica de seis cepas de actinobacterias sobre
Fusarium solani.

El aislado del hongo fitopatégeno Alternaria sp. logré ser inhibido con diversos
valores, empezando por el valor de la cepa rbES158 con un porcentaje de 38.98%
(Tabla 3), otro de los notables porcentajes son las cepas rbES339 con un valor de
36.23%, rbES331 con un porcentaje de inhibicibn de 41.39% (Tabla 3) y el
porcentaje mas destacado de la cepa rbES173 (48.72%, Tabla 3). En algunas
contraposiciones el fitopatégeno crecié de manera muy similar al control en el color,
con un crecimiento del micelio uniforme y menor. En algunos casos la cepa creci6
uniforme, en el centro tiene una coloracién gris y en las orillas con una coloracion
de un tono mas intenso, marcando una diferencia clara entre el micelio de los
primeros dias de crecimiento y el micelio nuevo (FIG. 19). La particularidad por
ejemplo con la cepa rbES331, fueron cambios en la pigmentacién del micelio, a
colores entre blancos, grises claros y oscuros. Con respecto a las cepas de
actinobacterias la cepa rbES331 creo un compuesto de color negro alrededor de la
misma e irradiando hacia el hongo fitopatégeno, al igual la cepa rbES339 tiene una
pigmentacion que café que irradia hacia los lados y hacia el hongo, abarcando todo
alrededor. De manera interesante la cepa rbES158 presentd esporulacion a
diferencia de las otras contraposiciones con otros fitopatdgenos, de igual manera el

aislado rbES173 presentd una gran esporulacion.
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FIG.19. Evaluacién de actividad antagonica de seis cepas de actinobacterias sobre
Alternaria sp.

Tabla 3. Evaluacién del efecto antagbnico de actinobacterias sobre hongos
fitopatdgenos en ensayos duales.

Porcentaje de inhibicion en ensayos duales
F. F.
) ) . oxysporum . oxysporum
Actinobacteria|L. . |L.gilanenis Diaporthe N. parvum |N. australe B. ) D. mutila f,s;,p Alternaria N. luteum f.s);).p F. solani
brasiliensis sp dothidea . |sp. .
lycopersici lycopersici
raza 1 raza 2
rbES158 21.39 25.75 26.46) 15.85 14.3 10.97| 28.5 28.57, 38.98| 15.85 43.35 17.37
rbES161 12| 12.3 35.6 13.95 10.2 16.3] 38.98 21.41 30.2] 31.3 35.53 17.36)
rbES173 21.59 23.5 37.1 33.64 45.74 19.28| 43.33 31.23 48.72 0 42.9 20.13]
rbES328 20.22 41.25 24.37, 32.42 28.57| 17.04] 40.38 25.28 34.49 0 39.88 27.16|
rbES331 26.57| 11.11 38.5] 22.84 42.2 15.1 13.85 26.99 41.39 39.2 49.52 21.2
rbES 339 31.33 36.35 39.3] 22.25 37.86) 16.28| 42.34 17.45 36.23 16.55 39.04 21.34]
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7.3 EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTAGONICA DE COMPUESTOS VOLATILES
PRODUCIDOS POR ACTINOBACTERIAS

El efecto de los compuestos volatiles producidos por seis cepas de actinobacterias
fue evaluado sobre solo cuatro de las cepas de hongos previamente evaluados (L.
brasiliensis, N. parvum, FOL raza 1 y Alternaria sp.). En este ensayo los mayores
efectos de inhibicion se observaron al realizar la evaluacion sobre Alternaria sp. y el

menor sobre N. parvum.

En la evaluacion de las actinobacterias sobre L. brasiliensis se obtuvieron
porcentajes de inhibiciébn que van desde un 17.38 hasta un 29.21 %, siendo el
aislado rbES331 el que obtuvo valor mas alto (FIG. 20). En este ensayo se
observaron cambios en la morfologia de la colonia del hongo cuando estuvo en
interaccién con las diferentes actinobacteria. En la placa control L. brasiliensis
presentd micelio aéreo abundante y uniforme en color gris claro; sin embargo,
cuando esta en interaccion con las diferentes actinobacterias se observé que la
colonia muestra un micelio color blanquecino o rosa, un poco ramificado y poco

micelio aéreo.

rbES158 rbES161 rbES173

L. brasifiensis

rbES328 rbES331 rbES339

FIG.20. Resultados de inhibiciébn antagonica por efecto de compuestos volatiles
producidos por seis cepas de actinobacterias sobre L. brasiliensis.
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En la contraposicion de N. parvum (FIG. 21) con las diferentes cepas de
actinobacterias se obtuvieron porcentajes de inhibicion que van desde 19.01%
(Tabla 4) por parte del aislado rbES328, mientras que el porcentaje de inhibicion del
aislado rbES331 tuvo un valor de 20.58% (Tabla 4) y la cepa rbES339 un porcentaje
de inhibicion de 22.54%. Con un valor inhibitorio de 23.52%, la cepa rbES161 fue la
gue obtuvo mayor porcentaje de inhibicién. El hongo N. parvum, mostré diferentes
cambios morfoldgicos al exponerse a diferentes cepas, en algunos casos, el micelio
muestra un crecimiento homogéneo y después va cambiando su morfologia,
presentando un desarrollo disperso. Con la cepa rbES161, el micelio crecié disperso
y sin abundancia, tuvo una expansion inclinada hacia un lado de la placa, este
aislado tuvo el mayor porcentaje de inhibicion (23.52%, Tabla 4). En la cepa
rbES173 el desarrollo del micelio es abundante en un principio, se nota un cambio
en el pigmento, un blanco més fuerte y también se ven los aros de crecimiento. Por
otro lado el aislado rbES328 mostré un menor efecto antagonico con un porcentaje
de 19.01% (Tabla 4) y el micelio del hongo no muestra crecimiento de manera
abundante por lo tanto el color blanco no es tan fuerte. Se puede observar que la
pigmentacién del micelio de N. parvum (FIG. 21), cuando se contrapone con el
aislado de actinobacteria rbES331 torna una tonalidad amarilla, a comparacion de
las otras contraposiciones. Adicionalmente el micelio crecié de forma abundante y
aérea, de una forma desigual, dejando espacios. La cepa rbES339 provoc6 cambios
morfolégicos mas notorios en el fitopatdgeno, que se observan con un micelio
creciendo de manera discontinua, con menos volumen y en algunas zonas de

manera aérea.
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FIG.21.Resultados de inhibicion antagonica por efecto de compuestos volatiles
producidos por seis cepas de actinobacterias sobre N. parvum.

En la evaluacion de los compuestos volatiles producidos por las seis cepas de
actinobacterias contra F. oxysporum f. sp lycopersici raza 1 se obtuvieron
porcentajes de inhibicién desde 15.19% hasta 50.25%, siendo la cepa rbES328 la
que mostr6 mayor efecto antagonico. Y las cepa rbES173 y rbES331 las que
mostraron el menor (FIG. 22) .

En general se observd que los compuestos producidos por las actinobacterias
causaron cambios como menor crecimiento de la colonia, poca produccion de

micelio aéreo, asi como cambios en la coloracién de la colonia de blanco a morado.
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FIG.22.Resultados de inhibicion antagonica por efecto de compuestos volatiles
producidos por seis cepas de actinobacterias sobre F. oxysporum f.sp lycopersici
raza 1.

V’ ’

Como se mencion6 anteriormente, Alternaria sp. (FIG. 23) es una cepa de hongo
gue crece lento y donde los cambios principales en las confrontaciones son
morfologicos como en caso de las cepas rbES158, rbES161 y rbES331, con
porcentajes de inhibicion antagonica de 23.01%, 21.61% Yy 36.66% (Tabla 4)
respectivamente, siendo el valor de rbES161 el mas bajo. El valor inhibitorio méas
alto fue obtenido por la cepa rbES339 (54.16%, Tabla 4). La cepa de hongo
normalmente tiene una coloracién café y se puede notar el desarrollo del micelio en
halos de pigmento café, pero en algunas contraposiciones con los aislados de
actinobacteria, no se nota una coloracién café en el centro, es un pigmento de color
palido, de crecimiento cerrado. En el caso de la confrontacion con la cepa rbES328
el hongo crecié de manera homogénea, con una pigmentacion distinta en cada halo
de crecimiento, el halo final no tiene una pigmentacién de tonos fuertes distinguibles
como los demas, el micelio se nota disperso, pero en desarrollo uniforme. El cambio
morfologico en el hongo fitopatdégeno, con la cepa rbES339 es la mas notoria, el
hongo crecié de un tono palido, pero se nota la pigmentacién por la cantidad de
micelio, pero después el micelio es de menos volumen y sin un tono fuerte de

pigmentacion.
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FIG.23. Resultados de inhibicidbn antagonica por efecto de compuestos volatiles
producidos por seis cepas de actinobacterias sobre Alternaria sp.

CONTROL

Tabla 4. Efecto antagonico de compuestos volatiles producidos por seis cepas de
actinobacterias sobre cuatro cepas de hongos fitopatdgenos

Porcentaje de inhibicién en ensayos de
compuestos volatiles
F.
. L. oxysporum |Alternaria
Actinobacteria .. . |N. parvum ..
brasiliensis lycopersici |sp

raza 1
rbES158 20.89 22.15 20.83 23.05
rbES161 27.83 23.52 17.92 21.66
rbES173 21.56 20.17 17.85 37.56
rbES328 17.38 19.01 50.25 39.43
rbES331 29.21 20.58 15.19 36.66
rbES 339 28.42 22.54 25.41 54.16
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7.4 EVALUACION DE LA INHIBICION ANTAGONICA DE COMPUESTOS DE
SOBRENADANTES PRODUCIDOS POR ACTINOBACTERIAS

Se observo y se cuantifico el efecto antagénico por compuestos solubles producido
por seis cepas de actinobacterias sobre cinco hongos fitopatégenos (L. brasiliensis,
N. parvum, FOL raza 1, F. solani y Alternaria sp.). En la evaluacion de este ensayo
con L. brasiliensis, las actinobacterias obtuvieron efectos inhibitorios de 27.7% a
44.06% siendo el valor mas alto obtenido por la cepa rbES161. En las interacciones
con las cepas rbES173 y rbES328 se obtuvieron un porcentaje de inhibicion ente
29.37% y 28.83% (Tabla 5). En general se observaron cambios en la morfologia de
L. brasiliensis,que incluyen cambios en la coloracidon del micelio que van de un color
café claro a café oscuro, observado por la exposicién a los compuestos producidos
por la cepa rbES158, poca formacién de micelio aéreo y la produccién de un

compuesto rosa en el centro de colonia.

rbES158 rbES161 rbES173

L brasiliensis °
‘ rbES328 rbES331
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FIG.24. Resultados de inhibicibn antagonica por efecto de compuestos de

sobrenadantes producidos por seis cepas de actinobacterias sobre L.brasiliensis.
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La evaluacion de los compuestos solubes producidos por las actinobacteria sobre
el hongo N. parvum (FIG. 25), mostr6 que las seis cepas de actinobacterias
obtuvieron porcentajes de inhibicion desde un 21.79% hasta un 63.32%, siendo el
aislado rbES173 el que obtuvo la inhibicibn mas alta. La exposiciébn a los
compuestos solubles causaron cambios en la morfologia de la colonia del hongo

como: formacién de micelio aéreo poco uniforme cerca del disco micelial inoculado.

rbES158 rbES161 rbES173

. (l.) (; - ’ ,4‘
'

rbES328 rbES331 rbES339
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FIG.25. Resultados de inhibiciébn antagoénica por efecto de compuestos solubles

”

!

producidos por seis cepas de actinobacterias sobre N. parvum.

En el caso de de F. oxysporum f.sp. lycopersici raza 1 (FIG. 26), la exposicion a los
compuestos solubles de las cepas de actinobacterias tuvo un efecto antagénico con
porcentajes de inhibicion que van desde 15.91% hasta 22.61 %, obtenidos por los
aislados rbES161 y rbES158 (Tabla 5). En la morfologia de este hongo no se
observaron cambios importantes; sin embargo, la colonia mostré un crecimiento
poco uniforme, y no cuenta con un crecimiento circular, ademas el final de la colonia

es ramificada.
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FIG.26. Resultados de inhibicién antagdnica por efecto de compuestos de solubles
producidos por seis cepas de actinobacterias sobre F. oxysporum f.sp. lycopersici
raza 1.

La exposicion de los compuestos solubles producidos por actinobacterias sobre F.
solani (FIG. 27), generaron una inhibicion del crecimiento del hongo desde un
18.32% a 37.61%, siendo la cepa rbES173 la que obtuvo mayor porcentaje de
inhibicion. El efecto de los compuestos producidos por las cepas de actinobacterias
generaron cambios en la morfologia de la colonia que se observaron como poco
crecimiento, ademas causaron pigmentacion del micelio. Por ejemplo la cepa
rbES158 causo un cambio en la pigmentacién de la colonia que tomé un color
amarillo. Por otro lado, los compuestos de la cepa rbES173 generaron un cambio

en el color de la colonia a un tono rosa claro.
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FIG.27. Resultados de inhibicién antagdnica por efecto de compuestos solubles

producidos por seis cepas de actinobacterias sobre F. solani.

Sobre Alternaria sp. los compuestos solubles producidos por las seis cepas de
bacterias evaluadas lograron porcentajes de inhibicién que van desde 14.12% hasta
23.33%, siendo la cepa rbES16 la que obtuvo el valor mas alto. En cuanto al
crecimiento del fitopatdgeno con la interaccion de los compuestos producidos por
las cepas rbES158 y rbES331, presentd ligeramente un menor crecimiento, el cual
fue uniforme y ademas mostré una pigmentacion en colores verdes. Contra el resto

de las cepas el crecimiento del micelio es similar a la placa control.
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FIG.28. Resultados de inhibicion antagdnica por efecto de compuestos de solubles

producidos por seis cepas de actinobacterias sobre Alternaria sp.

Tabla 5. Resultados del porcentaje de inhibicibn de los compuestos de
sobrenadantes de las seis cepas de actinobacterias.

Porcentaje de inhibicidn en ensayos de compuestos solubles
F.
] . |L oxysporum |Alternaria .
Actinobacteria ... IN. parvum .. F. solani
brasiliensis lycopersici |sp
raza 1
rbES158 27.7 37.08 22.61 22.77 35.27
rbES161 44.06 41.06 15.91 23.33 18.32
rbES173 29.37 63.32 17.12 17.61 37.61
rbES328 28.83 44.28 15.31 14.12 33.61
rbES331 34.79 21.79 17.08 19.44 37.22
rbES 339 39.79 40.37 15.31 22.14 20.67
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8. DISCUSION

La hipétesis del presente trabajo plantea que la actividad de los metabolitos
secundarios de las actinobacterias, presentan una actividad antifingica diferente
para cada hongo fitopatégeno; lo cual tomando en cuenta los resultados podemos
concluir que es una hipotesis es verdadera. Las 6 actinobacterias evaluadas
presentaron actividad antifingica contra alguno de los 12 hongos fitopatégenos que

fueron seleccionados.

En los ensayos duales el experimento se realizd con los 12 hongos fitopatégenos,
para asi tener una visibilidad amplia del efecto antagénico que fue facilmente
esquematizado con unas tablas en formato condicional en un degradado de color.
Se procuré una diversidad entre los hongos fitopatégenos, ya que algunos afectan
el suelo, otros afectan directamente el tronco, las hojas y frutos de las plantas.
Después de esos primeros resultados, reducimos los experimentos volatiles, a
cuatro hongos fitopatdgenos, L. brasiliensis, F.oxysporum f.sp. lycopersici raza 1 ,
N. parvum y Alternaria sp. , una de las razones por la cual lo redujimos a estas
cepas, es por el rapido crecimiento en el caso de L. brasiliensis, F. oxysporum f.sp.
lycopersici raza 1y por el comportamiento en su desarrollo en el caso de Alternaria
sp. y N. parvum, que aunque presentan un desarrollo lento, se puede observar
claramente los efectos fenotipicos que tienen las cepas de actinobacterias sobre el
fitopatdgeno. L. brasiliensis y N. parvum son hongos de la madera mientras que
Alternaria sp. y F. oxysporum f.sp. lycopersici raza 1, son hongos del suelo.

En su comportamiento es importante sefialar que los hongos muestran aros de
crecimiento marcados y patrones en sus colores que sirvieron de referencia para
determinar si hay algun cambio debido a los metabolitos secundarios producidos
por las actinobacterias. Un ejemplo es el color del micelio que presenta L.
brasiliensis entre gris claro y oscuro, con un micelio abundante que crece hacia

todos los extremos y forma micelio aéreo también. Estas diferencias claras que se
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presentan con las 6 diferentes actinobacterias, en donde se observa incluso el

cambio en la cantidad de micelio y la tonalidad del color del mismo.

En los ensayos duales se pudo observar que las actinobacterias producian
compuestos que cambiaban el color del hongo fitopatégeno y también el del agar,
como en el caso de la cepa rbES173, que presenté un compuesto que cambio el
agar a un color rosado en la confrontacion con los fitopatégenos L. brasiliensis y L.
gilanensis. Las cepas rbES328 y rbES339 en la mayoria de las confrontaciones con
los hongos fitopatdgenos, presentaron una pigmentacion en el agar de color café
oscuro, mientras que las cepas rbES161 y rbES331, mostraron en ocasiones
pigmentacion de color amarillo mostaza. La cepa rbES173 tuvo un mejor efecto en
los ensayos duales con tres de las cuatro y cinco cepas que fueron evaluadas en
los ensayos de compuestos volatiles y de sobrenadantes, pero no fueron
sobresalientes sus efectos inhibitorios en los ensayos de compuestos volatiles.
Como un dato interesante, el aislado rbES173 es de las cepas que presenta menor
esporulaciéon, mientras que con los hongos que inhibié no esporul6 de manera
abundante en donde se observé una gran esporulaciéon fue en la confrontacién con
F.solani, pero no fue donde se observo su porcentaje de inhibicion mayor. Este se
obtuvo en el ensayo de compuestos solubles, donde tuvo el mayor porcentaje de
inhibicién para este hongo fitopatdégeno, lo que nos manifiesta que la esporulacion
en esta cepa no estd acompafiada de la sintesis de productos secundarios

inhibitorios tan efectivos.

Otro resultado interesante, es el de cepa rbES158, la cual no esporula a
comparacion de las demas cepas, pero en todas tiene un efecto inhibitorio. Sin
embargo, en la confrontaciébn Alternaria sp., esta cepa y todas las demas
presentaron una gran esporulacion, la mayoria en tonos grises, excepto la cepa
rbES161 que siempre se caracteriza por su color rosado. La cepa rbES158, la cual
es de las mejores en los ensayos duales, pero en los ensayos de compuestos

volatiles y difusibles no logra tener un gran efecto sobre los hongos fitopatégenos.
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Interesantemente, en los ensayos de compuestos volatiles la cepa rbES339
presentd uno de los mejores porcentajes de inhibicion en la mayoria de los hongos
. Se ve claramente el cambio morfolégico del hongo, totalmente diferente a las
interacciones duales, esta vez el hongo fitopatdgeno crece delgado, no aéreo y
disperso. Esto en comparacion en los ensayos duales, donde aunque se observo
una gran esporulaciéon no fue una de las mejores cepas en presentar un efecto

inhibitorio.

Otro fendmeno que llamo nuestra atencion fueron los cambios que presentan las
cepas rbES328 y rbES339 en los ensayos para determinar la produccién de
compuestos volatiles, donde se observa que estas cepas tienen un cambio en su
coloracion y esporulacién, cuando se enfrentan contra los hongos en estos ensayos.
Si su esporulaciébn se presenta de un color mostaza oscuro, el porcentaje de
inhibicion es menor a cuando su esporulacion presenta una menor pigmentacion.
También se presenta una esporulacion en la cepa rbES173 al confrontarse con

Alternaria sp.

Realizando estas comparaciones no quiere decir que no se hayan presentado
cambios inhibitorios, solo se argumenta que en cada ensayo, se presentan
interacciones, a diferente escala, que activan la sintesis de diferentes compuestos
y por lo tanto se revelan diferentes escenarios inhibitorios. En general las cepas en
la interaccion con los compuestos de ensayos volatiles presentan cambios, en su
pigmentacidén o esporulacién, esta variabilidad morfolégica no se presenta en los
ensayos duales donde las cepas de actinobacterias de alguna manera estan
influenciadas directamente por la presencia del hongo fitopatégeno. Y en los
ensayos de sobrenadantes, la actinobacteria crece sin ninguna influencia del
fitopatdgeno, por lo que se observa el cambio del hongo al contacto con algunos
compuestos que se sintetizan por producto de la esporulacion. De aqui también se
argumenta que no toda la produccion de compuestos volatiles esta ligada a la
esporulacion y los compuestos que podran ligarse a esta, reaccionan bajo

condiciones diferentes y con hongos fitopatdégenos diferentes.
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Por otro lado, también logramos identificar efectos particulares para algunos hongos
fitopatdgenos. Por ejemplo, se puede observar que el crecimiento en F. oxysporum
f. sp. lycopersici raza 1 en los ensayos volatiles no mostré un micelio abundante ni
una forma de crecimiento uniforme. Esto podria explicarse porqué en estos ensayos
se presenta un mejor efecto sobre el hongo fitopatbgeno, en comparacion con
efectos sobre el mismo, en ensayos duales y de compuestos solubles. Esto puede
deberse a que, aunque existen compuestos volatiles en los ensayos duales, estan
en menor proporcion y no se concentran como en el sistema de doble placa,
alternativamente se podria hipotetizar que el hongo puede sensar (percibir) los
compuestos difusibles de forma rapida en los ensayos duales, ya que se inocularon
en la misma placa, con unos centimetros de distancia y asi el hongo fitopatégeno

activa su mecanismo de defensa.

Otro efecto muy marcado entre los resultados obtenidos de la evalucion de la
produccion de compuestos de solubles y volatiles es el que se presenta en la cepa
de hongo Alternaria sp. donde se observa que en los compuestos volatiles mantiene
una menor pigmentacion y un crecimiento menos abundante. Sin embargo, en los
compuestos de ensayos con sobrenadante, la pigmentacion es de un color verde
intenso y los bordes de crecimiento son diferentes. Ademas, se pudo observar que
el crecimiento en ensayos duales duré 7 dias, mientras que en los ensayos de

sobrenadante fue un crecimiento de 5 dias donde se cubri6 la placa.

Todo lo anterior nos deja con preguntas para futuras investigaciones, donde se
pueda seguir evaluando los efectos de los compuestos que se sintetizan bajo
diferentes condiciones. Hasta qué punto la actinobacteria puede percibir la
presencia del hongo y si esta reaccionaria igual si aparte de la presencia del
fitopatdgeno, estan las semillas, como en el caso de las cepas rbES158 y rbES331,
en el experimento de Delgado-Ramirez et al., (2019) donde estas cepas mostraron
efectos herbicidas sobre plantas de tomate (Solanum lycopersicon) en pruebas de
invernadero. Inicialmente se podrian hacer pruebas in vitro, con la presencia del

hongo fitopatdgeno y semillas, para determinar el comportamiento herbicida de las
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cepas por su efecto en la germinacion y el desarrollo de las pantas, vy

posteriormente escalar a experimentos en invernadero.

La actividad inhibitoria que presentaron las actinobacterias, nos permite seguir con
su evaluacion para proponer su aplicacion en la agricultura, como biocontrol de
fitopatdgenos. En el caso de las cepas con efecto herbicida rbES158 y rbES331 se
debe realizar una metodologia que nos permita caracterizar su efecto herbicida, al
mismo tiempo que se siga identificando su efecto antagénico sobre los hongos
fitopatdgenos sin poner en riesgo a la planta. Otras de las cepas seleccionadas
para seguir con su evaluaciéon son rbES173 y rbES339. Se podria continuar con su
evaluacion in vivo en ensayos volatiles y de sobrenadante para comprobar el efecto
de los compuestos involucrados. Seguido también de estudios de transcriptoma
para caracterizar sus compuestos secundarios potencialesy en qué momento estos
genes involucrados se activan para lograr un efecto inhibitorio contra los
fitopatdégenos. Con la determinacion del potencial de los compuestos secundarios
las metodologias siguientes serian mas especificas y podriamos tener mejores

resultados in vitro e in vivo.

En este trabajo se observo una diversidad de resultados, en cada ensayo cada cepa
mostro0 sus potenciales antagonicos, dependiendo de cada hongo y bajo
interacciones diferentes, por ello se consideran diferentes perspectivas para seguir
con su evaluacion e identificacibn de compuestos secundarios y crear productos
formulados con estos compuestos y que puedan ser utilizados en un futuro en la

agricultura.

64



9. CONCLUSIONES

Se identificaron seis cepas de actinobacterias con la capacidad de inhibir el
crecimiento de cinco hongos fitopatdgenos mediante la produccion de compuestos
volétiles y sobrenadantes.

Las seis cepas de actinobacterias mostraron efectos antagénicos diferentes para
cada cepa de hongo y también su inhibicién no es la misma en todos los ensayos
aunque los hongos sean los mismos.

Los hongos fitopatégenos mostraron mayores cambios en su morfologia al ser

evaluados en los ensayos de sobrenadantes.
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