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RESUMEN

Las actinobacterias son un grupo de microorganismos con caracteristicas peculiares como
lo es la produccion de metabolitos secundarios y de exudados de especial interés para la
biotecnologia debido a la aplicacion que estos tienen en diversas ramas como la
farmacéutica y en el ambito agropecuario. En la agricultura el uso de microorganismos
estd probablemente enfocado hacia el control bioldgico de plagas y enfermedades; sin
embargo, son mayores las propiedades que poseen con relacion a la promocion de
crecimiento vegetal. EI nUmero de estudios y experimentos con cepas de Streptomyces
spp. son minimos debido a la poca informacidn existente con respecto a la forma en la que
interactlan con las plantas para ejercer su efecto benéfico. En el presente trabajo se
utilizaron las cepas 3AC (Streptomyces sp.) y la 4AC (Streptomyces diasticus subsp.
ardiasticus) las cuales fueron sometidas a pruebas de promocion de crecimiento en
condiciones de invernadero, y pruebas in vitro en las que se inocularon lineas reporteras
de Arabidopsis thaliana sensibles a auxinas (DR5::GUS) y reporteras de ciclo celular
(CyCB1;1::GUS). En Arabidopsis thaliana se determino que la cepa 3AC propicia mayor
desarrollo foliar en comparacion a los dos tratamientos restantes; sin embargo, la cepa 4
AC obtuvo un mayor desarrollo radicular. En Solanum lycopersicum se obtuvieron
resultados similares en las pruebas de promocidn de crecimiento debido a la inoculacién
de ambas cepas. Las cepas 3AC y 4AC de actinobacterias poseen la cualidad de producir
poliaminas e influir en las rutas de auxinas, siendo clave el tiempo de interaccién con las

plantas.

Palabras clave: Streptomyces, promocion de crecimiento, poliaminas, auxinas,
DR5::GUS, CyCB1;1::GUS
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SUMMARY

Actinobacteria are a group of microorganisms with peculiar characteristics such as the
production of secondary metabolites and exudates of special interest for biotechnology
due to their application in various branches such as pharmaceuticals and agriculture. In
agriculture, the use of microorganisms is probably focused on the biological control of
pests and diseases; however, the properties they possess in relation to the promotion of
plant growth are greater. The number of studies and experiments with Streptomyces spp.
strains are minimal due to the lack of information on how they interact with plants to exert
their beneficial effect. In the present work, strains 3AC (Streptomyces sp.) and 4AC
(Streptomyces diasticus subsp. ardiasticus) were subjected to growth promotion tests
under greenhouse conditions, and in vitro tests in which auxin-sensitive Arabidopsis
thaliana reporter lines (DR5-GUS) and cell cycle reporter lines (CyCB1;1::GUS) were
inoculated. In Arabidopsis thaliana, strain 3AC was found to have greater leaf
development than the other two treatments; however, strain 4AC obtained greater root
development than the other two. In Solanum lycopersicum, similar results were obtained
in the growth promotion tests due to the inoculation of both strains. Actinobacteria strains
3AC and 4AC can produce polyamines and influence auxin pathways, being key to the

interaction time with plants.

Key words: Streptomyces, growth promotion, polyamines, auxins, DR5::GUS,
CyCB1;1::GUS.
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CAPITULOI

CARACTERIZACION MORFOFISIOLOGICA DEL EFECTO DE Streptomyces
spp. EN PLANTAS MODELO Y DE INTERES AGRICOLA

INTRODUCCION

La hortaliza mas importante segin la FAO en 2020 fue el tomate (Solanum
lycopersicum) debido a su demanda mundial, donde México tuvo una produccion de
3,259, 630 ton, posicionandolo en el lugar nimero diez a nivel mundial. Para el 2021 la
produccion fue de 3,031,668.76 ton y el estado de San Luis Potosi se posiciond como lider
productor al concentrar un 17.2% de la produccion a nivel nacional con 343,670.25 ton
(SIAP, 2021) un valor de 2,353 millones de dolares. La produccién de tomate tuvo una
superficie sembrada de 3,342.20 hectareas con un rendimiento de 133.66 ton/ha. La
aplicacion de nuevas tecnologias promueve el uso de microorganismos con fines
potencialmente agricolas, como las actinobacterias (presentes de forma abundante en los
suelos) (Dinesh et al., 2017) que poseen cualidades de produccion de metabolitos
secundarios (Olano et al., 2008) y benefician el desarrollo celular vegetativo. El uso de
inoculantes bioldgicos en los sistemas productivos es una alternativa viable, ya que
permite una produccion con menores costos y con un menor impacto ambiental al reducir
el uso de plaguicidas, fertilizantes quimicos y participar en la descomposicion de residuos
orgénicos. Ademas, los inoculantes bioldgicos tienen la capacidad de fijar nitrdgeno
atmosférico, aportar nutrientes y producir compuestos bioactivos como vitaminas y
hormonas que estimulan el crecimiento de la planta al incrementar los nutrientes
disponibles. Lo anterior permite un mayor rendimiento en los cultivos y una mayor
produccion, asi como una disminucion en la aparicion de enfermedades en las plantas
(Loredo et al., 2004). Algunas cepas de actinobacterias son capaces de producir auxinas
y poliaminas, las cuales participan en un gran nimero de procesos fisiolégicos como el
crecimiento, desarrollo y senescencia, hasta en la proteccion contra el estrés en las plantas
(Luna-Esquivel et al., 2014).



Hipotesis

El uso de las cepas 3AC y 4AC de Streptomyces promovera y estimulara el desarrollo de
plantas de Arabidopsis thaliana y tomate (Solanum lycopersicum) en comparacion a

plantas no inoculadas con dichas actinobacterias.

Las cepas de Streptomyces produciran compuestos con capacidad de inhibir el crecimiento
y/o el desarrollo de hongos fitopatogenos.

Objetivo General

Caracterizar el efecto promotor de crecimiento vegetal de las cepas 3AC y 4AC de
Streptomyces en plantas modelo y de interés agricola y determinar su capacidad para

inhibir el crecimiento de hongos fitopatdgenos.

Obijetivos especificos

1. Evaluar el efecto de cepas de Streptomyces spp. sobre lineas reporteras de auxinas y

ciclo celular en Arabidopsis thaliana.

1.1. Analizar el efecto de las cepas 3AC y 4AC de Streptomyces en la sintesis de

auxinas mediante el uso de la linea reportera DR5::GUS.

1.2. Analizar el efecto de las cepas 3AC y 4AC de Streptomyces en el ciclo celular

mediante el uso de la linea reportera CyCB1;1::GUS.

2. Evaluar parametros morfofisiologicos en plantas de Solanum lycopersicum inoculadas

con Streptomyces en condiciones de invernadero.

3. Determinar cualitativamente la produccion de poliaminas (PAs) en cepas 3AC y 4AC

de Streptomyces.

4. Determinar la capacidad de Streptomyces para inhibir el crecimiento de hongos

fitopatdgenos.



REVISION DE LITERATURA

El suelo posee una gran variedad y cantidad de microorganismos los cuales proliferan
en el sistema radicular de las plantas (Criollo et al., 2012). Las bacterias asociadas con la
rizosfera establecen relaciones no patogénicas con sus hospederos y son capaces de
generar diversos mecanismos que benefician el crecimiento y desarrollo de las plantas.
Ademas, promueven la resistencia a diversos tipos de estrés biotico y abidtico, ya que
poseen la capacidad de colonizar las raices de las plantas o su entorno mas cercano (Luna-
Esquivel et al., 2014).

La colonizacién de la raiz se considera de gran importancia para que el microorganismo
ejerza su funcion. La colonizacion y la supervivencia dependen de factores fisicos,
quimicos y biolégicos como son el pH, la textura del suelo, la disponibilidad de nutrientes,
la humedad, la temperatura, la presencia de materia organica, especie de la planta y la

competencia con otros microorganismos por la ocupacion del nicho (Pérez et al., 2017).

Si bien los procesos que median la colonizacion de la raiz no son del todo claros, la
forma en que las bacterias son atraidas hacia la raiz parece estar relacionada con la mayor
produccion de fuentes de carbono, una mayor cantidad de agua disponible, o la atraccion
por un gradiente de concentracion nutricional o de otros estimulos como lo son la

quimiotaxis y la adhesion (Barea et al., 2004).

Los mecanismos de promocion de crecimiento vegetal inducidos por los
microrganismos benéficos involucran la produccion de sustancias organicas, producto del
metabolismo secundario de las bacterias, que son capaces de promover respuestas
fisioldgicas especificas en las células de la planta, como la produccion de fitohormonas o
la regulacion de estas dentro de la planta. Ademas, influyen en la disponibilidad de
nutrientes, tal es el caso de la fijacion bioldgica de nitrogeno y la solubilizacidn de algunos

elementos importantes, tal como el fésforo (Camelo et al., 2011; Franco, 2008).

Las actinobacterias son bacterias Gram positivas que se encuentran extensamente

distribuidas en la naturaleza, poseen la caracteristica tipica de formar un micelio, generan



esporas, no producen mucopolisacaridos, por lo que se observan en placas de agar como
colonias secas y no cremosas (Ezziyyani et al. 2004; Franco, 2008). También producen
geosmina, un compuesto cuya caracteristica particular es el aroma a “tierra humeda”
(Dévila et al., 2013).

El estudio de la morfologia de las actinobacterias se basa en sus caracteristicas
microscopicas y macroscopicas, ademas de pruebas quimicas y moleculares
(Duraipandiyan et al., 2010). Estas bacterias poseen un DNA con alto contenido de G-C
que va hasta mas del 70% en el género Streptomyces. En hébitats naturales, el género
Streptomyces suele ser un importante componente de la poblacion total de actinobacterias,
son predominantemente de vida libre y se encuentran en una gran mayoria de suelos
cultivados, no cultivados y como endofitos en varias partes de la planta (Dinesh et al.,
2017).

Existe un grupo de actinobacterias que residen de forma latente en los tejidos internos
de las plantas que se denominan enddéfitas y la asociacién de dichas bacterias con la planta
huésped se puede dar de dos formas conocidas: comensalista o simbiética, donde las
bacterias obtienen nutricion y refugio de la planta y producen metabolitos secundarios
bioldgicamente activos con efecto benéfico para la planta, que le pueden otorgar

resistencia a estrés ambiental (Dinesh et al., 2017)

Se ha reportado que las bacterias end6fitas forman interacciones mas resistentes con
las plantas en comparacion con las bacterias rizosféricas o epifitas (Misk & Franco, 2011;
Wu et al.,2011), debido a su capacidad de producir una amplia variedad de metabolitos
secundarios que poseen una actividad biologica con diversas funciones (Bérdy, 2005).
Aunado a lo anterior, la peculiaridad de algunas cepas de actinobacterias de formar
filamentos y esporas les permite fraccionar las particulas del suelo de la rizosfera que se
encuentran fuertemente compactadas (Olanrewaju & Babalola, 2018).

Cerca de 23,000 tipos de metabolitos secundarios son producidos por
microorganismos, las actinobacterias producen numerosas enzimas extracelulares y
metabolitos, los cuales en su mayoria son antibiéticos. EI 75% de los compuestos

biolégicamente activos son producidos por el género Streptomyces que representan



alrededor de 7,600 compuestos activos (Olano et al., 2008). Estos metabolitos secundarios
poseen la capacidad de actuar como antibioticos, anticancerigenos, antiinflamatorios,

antivirales, antiparasitos, antifungicos, entre otros (Khan et al., 2010; Lee et al., 2019).

Las sustancias promotoras de crecimiento o bioestimulantes son de origen organico y
contribuyen en el desarrollo de diversos parametros fisiologicos, ejerciendo su efecto en
pequefas concentraciones (Tahir & Ageel, 2013). La produccion de dichos compuestos
por parte de cepas de Streptomyces se han involucrado en el crecimiento vegetal por medio
de la produccion de auxinas, citoquininas y giberelinas (las cuales se encuentran en la
planta y son consideradas fitohormonas), sider6foros y la fijacion de nitrégeno

atmosférico (Olanrewaju & Babalola, 2018).

Las fitohormonas se definen como moléculas organicas que en pequefias
concentraciones (<1 mM) regulan diversos procesos celulares a través de la expresion de
genes que intervienen en el crecimiento y desarrollo de las plantas, ademas de estar
implicadas en la sefializacidn de la respuesta a las modificaciones que se producen en su
entorno; sin embargo, las auxinas, citoquininas, giberelinas y brasinoesteroides estan
asociadas al desarrollo mientras que el etileno y los jasmonatos estan presentes en la
respuesta de defensa de las plantas (Ciura & Kruk, 2018; Wang et al., 2020; Wani et al.,
2016).

Las auxinas son &cidos organicos de bajo peso molecular y de tipo enddgeno y sin
funcién nutricional, actian como sefializadores y mediadores de diversas respuestas, en
una etapa temprana de la embriogénesis determinan el patron de los tejidos y el desarrollo
de los 6rganos, la dominancia apical, el control de la senescencia, la iniciacion de las raices
adventicias, el desarrollo de las flores y los frutos, la division y el alargamiento celular al
alterar la plasticidad de las paredes celulares. (Cao et al, 2019; Egamberdieva et al., 2017,
Heinemann & Sauer, 2010; Olatunji et al., 2017)

Las auxinas que son de tipo exdgeno dependen esencialmente de la concentracion para
la visualizacion de un efecto sobre el crecimiento y el desarrollo de la planta, con bajas
concentraciones de auxinas que promueven el crecimiento, mientras que altas

concentraciones reportan un efecto inhibidor sobre el desarrollo (Zhao, 2018a). El 4cido



indol-3-acético (IAA) es la auxina natural mas conocida porque es producida ademas de
las plantas por hongos y bacterias en la rizosfera, donde actiia como una molécula de
sefializacion entre las plantas y los microorganismos para promover el crecimiento de las
plantas (Duca & Glick, 2020; Li et al., 2018).

El 1AA juega un papel regulador en la fisiologia bacteriana, la comunicacion
microbiana y la adaptacién a condiciones de estrés, ya que aumenta significativamente la
exudacion y la extension de las raices, acciones que modulan la actividad y la diversidad
de las bacterias de la rizosfera que requieren estos compuestos para su desarrollo; una
alteracion de la homeostasis del IAA provoca cambios fisioldgicos; las vias biosintéticas
en bacterias se caracterizan genéticamente (desarrollando cepas productoras o deficientes)
0 bioguimicamente (caracterizando las enzimas que catalizan su biosintesis) (Duca &
Glick, 2020; Orozco-Mosqueda et al. , 2020).

En Arabidopsis thaliana, se ha demostrado que el 1AA se sintetiza por dos vias de
sefializacion; el triptéfano (Trp) (Zhao, 2018b, 2012). La produccion de Trp tiene un alto
costo energético para la célula bacteriana, por lo que s6lo se producen altos niveles de
IAA enddgeno cuando hay un aumento en la cantidad de Trp exdgeno; se han
caracterizado cinco vias diferentes de biosintesis de AIA dependientes de Trp en bacterias:
indol-3-acetamida (IAM); é&cido indol-3-acetronitrilo (IAN); é&cido indol-3-piravico
(IPyA); triptamina (TAM) y triptéfano cadena lateral oxidasa (TSO) (Duca & Glick,
2020).

Otros compuestos que actian como bioestimulantes son las poliaminas (PAs), las
cuales son moléculas policationicas constituidas por varios grupos amino a lo largo de su
cadena y que se clasifican como aromaticas y alifaticas; en las plantas, las PAs afectan la
actividad celular, por lo que estan involucradas en un gran nimero de procesos
fisiolégicos como son el crecimiento, el desarrollo, la diferenciacién celular, la
senescencia y la modulacion de la apertura estomatica. Ademas, participan en la respuesta
a diversos tipos de estrés abidtico (dafio por frio, estrés salino, atmosferas modificadas y
estrés hidrico), asi como en la participacion en la sefializacion en la interaccion planta-

patdgeno (Luna-Esquivel et al., 2014).



Por otro lado, como consecuencia de la interaccion de las PAs con &cidos nucleicos,
fosfolipidos y compuestos de la membrana celular, estos compuestos son capaces de
estabilizar la estructura de las macromoléculas y afectar la expresion de los genes. La
regulacion de los niveles de PAs es un mecanismo esencial para la supervivencia de la
célula, ya que la ausencia o la sintesis ilimitada puede generar consecuencias deletéreas
(Roa & Rosas, 2013).

La mayoria de las células vivas, incluyendo las células de las plantas, pueden llevar a
cabo la sintesis de novo de PAs, para posteriormente almacenarse en compartimientos
celulares como pueden ser la vacuola, la mitocondria, el cloroplasto y la pared celular, en

forma soluble e insoluble (Pandey et al., 2000).

La biosintesis de las PAs inicia con los precursores arginina u ornitina, que son
metabolicamente reversibles, de modo que la L-ornitina puede convertirse en L-arginina
por accion de la enzima arginasa. EI primer paso es la descarboxilacion de la L-ornitina 6
L-arginina por la enzima arginina u ornitina descarboxilasa (ADC u ODC). La via de ADC
para la sintesis de putresina consiste en tres pasos enzimaticos catalizados por accion
secuencial de la ADC, la agmatina iminohidrolasa y la N-carbamoilputrescina
amidohidrolasa. La biosintesis de espermidina involucra la transferencia de grupos
aminopropilo a partir de la S-adenosilmetionina descarboxilada por accion de la enzima
espermidina sintasa (SPDS); subsequentemente, se puede sintetizar espermina a partir de

espermidina por la accién de la espermina sintasa (SPMS) (Luna-Esquivel et al., 2014).

La putrescina y espermidina son ubicuas, es decir se encuentran en todos los
organismos eucariotas y procariotas, mientras que la espermina parece estar asociada casi
exclusivamente a células eucariotas (Mendoza & Rocha, 2002). La aplicacion de PAs
exogenas a plantas puede producir efectos visibles sobre el crecimiento y desarrollo;
estudios previos han reportado una buena correlacion entre PAs y la tasa de crecimiento

en una gran variedad de sistemas vegetales (Carmona,1997).

Nassar y col (2003) reportaron la produccién potencial de arginina descarboxilasa, asi

como la produccion de putresina en cepas de actinobacterias mediante la determinacion



cualitativa y cuantitativa de dichos compuestos; sin embargo, la informacion acerca de

PAs producidas por dichos microorganismos aun es la limitada.

En el presente trabajo se pretende realizar la caracterizacion molecular de las sustancias
producidas por cepas de actinobacterias del género Streptomyces, asi como su ruta
metabolica y forma de accion dentro de la planta y su influencia en parametros como lo

son el peso seco y el peso fresco de la planta.



MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion en Plantas Modelo

Se desinfectaron superficialmente semillas de Arabidopsis thaliana del ecotipo
Columbia (Col-0) y de las lineas reporteras sensibles a auxinas como DR5::GUS y de
ciclo celular CyCB1;1::GUS, agregando 200 pL de etanol al 96% en agitacion constante
por dos minutos, posteriormente se descarto el etanol y se agregaron 300 pL de solucion
clorada al 20% en agitacion constante durante siete u ocho minutos, la cual se descartd
para realizar ocho lavados con agua destilada estéril en agitacion por un minuto. Las
semillas lavadas se estratificaron por 2 dias a 4 °C en condiciones de obscuridad. Cada
tratamiento consistio en un total de 30 semillas, sembrando 10 ejemplares en cada caja de
Petri con medio agar Murashige & Skoog 0.5x (pH 5.7) en cdmaras de crecimiento con
una temperatura de 20+2°C, con un fotoperiodo largo de 16 h luz (195 umol m2s?) y 8h
oscuridad. Cuando las plantas alcanzaron 7 dias se edad, se realizaron pruebas de
interaccion directa (inoculando la cepa en la punta de la raiz) y a distancia (a 5.5 cm) con
dos cepas de Streptomyces denominadas 3AC y 4AC, empleando 5 pL de una suspension

de 1 x 108 esporas/mL.

Analisis Histoquimico de la Actividad GUS

Se analizo la expresion del gen reportero GUS mediante la actividad de la B
glucuronidasa en la linea DR5::GUS sensible a auxinas y la linea CyCBI;1::GUS
reportera de division celular en pruebas de interaccién directa y a distancia con las dos
cepas evaluadas. Para ello, las plantas fueron colocadas en microplacas de Elisa de 24
pozos que contenian aproximadamente 600 L de la solucion de X-GLUC e incubadas a
37°C toda la noche. Pasado el tiempo de incubacion, las plantas se depositaron en tubos
conicos de 1.5 mL y se agregd una solucién de etanol:glicerol en proporcién 90:10 hasta
cubrir en su totalidad el material vegetal. Posteriormente, se incubé por 10 min a 70°C
con la finalidad de eliminar la clorofila presente en los tejidos de la planta y asi apreciar

el producto de la actividad de la enzima B glucuronidasa (5,5’- dibromo-4, 4’-dicloro-



indigo), el cual genera una coloracién azul en los sitios en los que se presentd actividad
de las auxinas y del ciclo celular, respectivamente, en las lineas reporteras empleadas, para

ser evaluadas a los tres y siete dias posteriores a la interaccion (Jefferson, 1987).

Inoculacion de Semillas y Plantulas de Tomate con Streptomyces spp.

En los ensayos de inoculacién se emplearon dos cepas de Streptomyces (3AC, 4AC),
y semillas de Solanum lycopersicum. Las semillas fueron lavadas durante 2 h con agua
destilada estéril con el fin de remover el fungicida que fue aplicado por la casa comercial.
Se establecieron tres tratamientos (tratamiento control, tratamiento inoculado con la cepa
3AC vy tratamiento inoculado con la cepa 4AC) cada tratamiento contd con tres
repeticiones (cada repeticion con 20 plantas de tomate). El indculo de las cepas consistio
en 500 pl de una suspension de 1x10° UFC de las cepas 3AC y 4AC, el cual se aplic el
dia de la siembra, a los diez y 20 dias posteriores. Las charolas de germinacion se
emplearon con una mezcla de peat moss, perlita y zeolita (3:1:1) sin previa esterilizacion
con la finalidad de simular las condiciones de los semilleros convencionales. Las charolas
se mantuvieron a una temperatura ambiente de 30 + 1°C y riego a capacidad de campo en

el invernadero.

Medicion de Parametros Morfofisioldgicos

Se evaluaron cuatro individuos de cada repeticidn, obteniendo datos de 12 plantas en
total de cada muestreo de las tres repeticiones de cada tratamiento (n=12), las cuales
fueron seleccionadas al azar a los 15 y 30 dias post-siembra para medir los siguientes
parametros segun Restrepo & Escobar (2007): longitud de tallo (cm), longitud de la hoja
(cm), longitud de la raiz (cm), el didmetro de tallo (mm), peso fresco (g) y peso seco (g).
El secado de las plantas se realiz6 a 45.7°C por 5 dias en una estufa. Ademas, se estimo

la sobrevivencia de cada uno de los ejemplares en condiciones de invernadero.

Determinacion Cualitativa de Produccion de Poliaminas

Se realizé una prueba para la deteccion de la produccion de PAs a las dos cepas de
Streptomyces, empleando el medio agar descarboxilasa de Mdeller suplementado con L-



arginina y rojo fenol, y en medio sin agar. El cultivo se incubd 72 h a 37°C en oscuridad,
hasta observar el crecimiento de las colonias. El viraje de la placa a una tonalidad morada

indica la produccion de PAs por parte de la cepa bacteriana.

Anadlisis Estadisticos

Se realizaron analisis estadisticos mediante pruebas de ANOVA de dos vias empleando
el software Statistica 7; indicando diferencias estadisticamente significativas con

diferentes letras y la desviacion estandar de cada uno de ellos. (p< 0.05) (n=12).



RESULTADOS

Caracterizacion en Plantas Modelo

Basados en los resultados de inoculacion de semillas y plantas de tomate, se evalud el
efecto de las actinobacterias en el desarrollo de plantas de Arabidopsis thaliana en
diferentes interacciones, con la finalidad de identificar la influencia de las cepas sobre la
planta. Como resultado se observé que existe una variacion dependiente del tipo de
inoculacion del microorganismo. En plantas de A. thaliana del ecotipo Col-0 la
inoculacion a distancia (Fig. 1) presentd un cambio en comparacion a la inoculacion
directa (Fig. 2) en donde se observa como la longitud de la raiz principal y de las raices
secundarias no presentan inhibicién al ser inoculadas con las dos actinobacterias
evaluadas, el area foliar es visiblemente mas uniforme y de mayor tamafio en comparacion

a las plantas control.

Figura 1. Plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 en interaccion indirecta con
actinobacterias. a) Plantas inoculadas indirectamente con la cepa 3AC evaluadas a los
10 dias posteriores a la inoculacién (dpi). b) Plantas inoculadas indirectamente con la
cepa 4AC evaluadas a los 10 dpi.

La inoculacion directa presentd una disminucion drastica de la longitud de la raiz
principal; sin embargo, la promocion del desarrollo de las raices secundarias fue mayor,
por lo que se logra apreciar una mayor densidad de raices secundarias y uniformidad en
la parte aérea en comparacion al control. Este efecto se presentd en las diferentes lineas
reporteras utilizadas (Fig. 2). El tiempo de interaccién a los tres dias no presentd

diferencias morfoldgicas visibles con respecto al control, por lo que los resultados mas
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significativos fueron obtenidos a los dias con mayor interaccion, similar a lo obtenido a

las inoculaciones en plantas de tomate.
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Figura 2. Plantas de Arabidopsis thaliana de las lineas reporteras DR5::GUS y CyCB1;1::GUS en
interaccién directa con actinobacterias. a) Plantas inoculadas directamente con la cepa
3AC evaluadas a los siete dpi en la linea reportera DR5::GUS. b) Plantas inoculadas
directamente con la cepa 4AC evaluadas a los siete dpi en la linea reportera DR5::GUS.
c) Plantas inoculadas directamente con la cepa 3AC evaluadas a los siete dpi en la linea
reportera CyCB1;1::GUS. d) Plantas inoculadas directamente con la cepa 4AC
evaluadas a los siete dpi en la linea reportera CyCB1;1::GUS.

En comparacion al efecto que se tuvo de la interaccion directa en el medio sélido, la
inoculacion desde el dia de la siembra en un ambiente diferente en donde se utilizé una
torunda estéril humedecida con 5 mL de MS y una inoculacion de 5 pL de una suspension
de 1 x 10° esporas/mL, mostré que el desarrollo radicular de los ejemplares inoculados
obtuvo mayor densidad en comparacion a las plantas control que tuvieron las mismas
condiciones (Fig. 3). Dicho resultado coincide con lo evaluado en las plantas de tomate,

en donde la inoculacidn es directa en el sustrato.
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Figura 3. Plantas de Arabidopsis thaliana en interaccion directa con actinobacterias a los 25 dpi.
a) Se aprecia la raiz del tratamiento control. b) Raices de plantas inoculadas con la cepa
3AC evaluadas 25 dpi. c) Raices de plantas inoculadas con la cepa 4AC evaluadas 25
dias dpi. d) Raices de plantas inoculadas con la cepa 10 AC evaluadas 25 dpi.

Tomando en cuenta los resultados antes obtenidos, los compuestos producidos por las
cepas son aquellos que influyen en el desarrollo de las plantas, por lo que se evalué ademas
la interaccién con los compuestos volatiles producidos por las cepas, y se presentd un
comportamiento similar al efecto que se obtuvo en la interaccion por medio de compuesto
difusibles (Fig. 4). Sin embargo, la capacidad de esporulacion de las cepas fue un factor
limitante en este ensayo, esto debido al estrés causado por el tipo de medio de cultivo
usado. Las plantas inoculadas con las cepas 3AC y 4AC en placas dividas presentaron un
mayor desarrollo en comparacion al control no inoculado, observando un mayor desarrollo
en la parte radicular y en la parte aérea de las plantas, por efecto de los compuestos

volatiles producidos por dichas cepas.
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Figura 4. Plantulas de Arabidopsis thaliana en interaccidn con actinobacterias. a) Se aprecian
plantas que han sido inoculadas a distancia con la cepa 3AC evaluadas a los 10 dpi. b)
Se aprecian plantas que han sido inoculadas a distancia con la cepa 4AC evaluadas a los
10 dpi.

Analisis Histoquimico de GUS

La sefial del gen reportero GUS en la linea DR5::GUS increment6 a los 7 dpi (Fig. 5),
principalmente en el apice de la hoja en los tres tratamientos (control, cepas 3AC y 4AC)
En las plantas inoculadas con las actinobacterias, la sefial de GUS se detecta en el borde
de la hoja; esta sefial incrementa en el eje proximal-distal a los 7dpi con la cepa 4AC. Si
bien la cepa 3AC no posee una expresion mayor en el area meristematica en el dia 3 dpi
y 7 dpi dos dias de la evaluacion, el desarrollo de raices secundarias y hojas fue mayor en

comparacion al control y a la cepa restante.
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Figura 5. Plantas de Arabidopsis thaliana de la linea reportera DR5::GUS en interaccion con
actinobacterias. Se aprecian plantas que han sido puestas en interaccion directa con las
cepas 3AC y 4AC las cuales fueron evaluadas a los tres y siete dpi. La barra de escala
corresponde a 5,000pm.

La sefial del gen reportero GUS en la linea CyCB1;1::GUS, en la interaccion directa
de las cepas con la planta fue nula, por lo que aparentemente las dos cepas no estimulan
la division celular a los tres dpi. A los 7dpi, la cepa 3AC mostr6 un incremento en la sefial
del reportero en la zona meristematica de la raiz en comparacién al control. Ambas cepas

(3AC y 4AC) mostraron una mayor sefial del reportero en el meristemo apical a los 7dpi
(Fig. 6).
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Figura 6. Plantas de Arabidopsis thaliana de la linea reportera CyCB1;1::GUS en interaccion con
actinobacterias. Se aprecian plantulas que han sido puestas en interaccion directa con las
cepas 3AC y 4AC las cuales fueron evaluadas a los tres y siete dpi.

Tomando en cuenta que la sefial del reportero en la linea DR5::GUS incrementd
principalmente a los 7 dpi, se realizo la inoculacion de las cepas a distancia el dia de la
siembra de la semilla con la finalidad de permitir un crecimiento y desarrollo mayor de la
colonia inoculada. De manera interesante, la sefial del reportero incrementa en la
interaccidn a distancia, lo que sugiere que la via de auxinas es estimulada por compuestos
difusibles en el medio producidos por las actinobacterias (Fig. 7). La cepa 3AC mostrd

una mayor sefial del reportero en raices, mientras que la cepa 4AC en hojas.
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Figura 7. Plantas de Arabidopsis thaliana de la linea reportera DR5::GUS en interaccién con
actinobacterias. Se observan plantas que han sido puestas en contacto indirecto desde el
dia de la siembra de las semillas con las cepas denominadas 3AC y 4AC.

Inoculacion de Semillas y Plantulas de Tomate con Streptomyces spp.

El nimero de ejemplares que se evaluaron para el efecto promotor de crecimiento de
las dos cepas de Streptomyces se vié disminuido debido a la depredacion del area foliar
de las plantas pertenecientes a los tratamientos durante los primeros 15 dias por parte de
fitofagos no identificados.

Durante los dias posteriores a la primera inoculacién, el control presentaba las mejores
caracteristicas de crecimiento, en la segunda semana el area foliar de la cepa 3AC
comenzd a desarrollarse significativamente, para la toma de datos se apreciaba
visualmente como las plantas inoculadas con las dos cepas de actinobacterias presentaban
un mayor crecimiento y desarrollo en comparacion al testigo (Fig. 8). Como se aprecia en
la imagen (Fig. 9A), la cepa 3AC generé una mayor elongacion del tallo y las hojas
(Fig.9), en comparacion a la cepa 4AC y al control; sin embargo, la cepa 4AC
aparentemente genera radiculas con mayor abundancia de raices secundarias y por ende

un desarrollo mas visible de la misma (Fig. 10).
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Figura 8. Plantas de tomate de 15 dias en condiciones de invernadero inoculadas con las cepas
3AC Yy 4AC. a) Plantas de tomate de 15 dias de edad sin inoculacion. b) Plantas de tomate
de 15 dias de edad las cuales han sido inoculadas el dia de la siembra y diez dias
posteriores a la misma con la cepa denominada 3AC. c¢) Plantas de tomate de 15 dias de
edad las cuales han sido inoculadas el dia de la siembra y diez dias posteriores a la misma
con la cepa denominada 4AC.
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Figura 9. Plantas de tomate de 15 dias en condiciones de invernadero inoculadas con la cepa 3AC.
a) Plantas de tomate de 15 dias de edad sin inoculacién. b) Plantas de tomate de 15 dias
de edad las cuales han sido inoculadas el dia de la siembra y 10 dias posteriores a la
misma con la cepa denominada 3AC.

Figura 10. Plantas de tomate de 15 dias en condiciones de invernadero inoculadas con la cepa
4AC. a) Plantas de tomate de 15 dias de edad sin inoculacion. b) Plantas de tomate de
15 dias de edad las cuales han sido inoculadas el dia de la siembra y 10 dias posteriores
a la misma con la cepa denominada 4AC.
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Existe la hipotesis de que la carga de microorganismos presentes en el sustrato fue
demasiado alta debido a su nula esterilidad, por lo que la capacidad de las cepas de
Streptomyces para colonizar el sustrato fue ralentizado en un comienzo. Sin embargo, las
inoculaciones posteriores aumentaron la densidad de su poblacidn, teniendo asi los efectos
de dicha interaccion ain mas visibles en la segunda toma de datos al dia 30 (Fig. 11).
Aunado a la capacidad de promover el crecimiento de las plantas de tomate, las hojas de
las plantas control, y en menor proporcion las inoculadas con la cepa 4AC, presentaron
una tonalidad de apariencia purpura, la cual generalmente se asocia con la falta de fésforo
(P) que pueda estar disponible para la planta en el sustrato, caso contrario a lo que se
observé en las plantas inoculadas con la cepa 3AC, donde no solo la tonalidad de las hojas

se vio beneficiado, si no que el tamafio de las mismas tuvo un mayor desarrollo y longitud.

Figura 11. Plantas de tomate de 30 dias en condiciones de invernadero inoculadas con las cepas
3AC y 4AC. a) Plantas de tomate de 30 dias de edad sin inoculacion. b) Plantas de
tomate de 30 dias de edad las cuales han sido inoculadas el dia de la siembra, diez y 20
dias posteriores a la misma con la cepa denominada 3AC. c) Plantas de tomate de 30
dias de edad las cuales han sido inoculadas el dia de la siembra, diez y 20 dias
posteriores a la misma con la cepa denominada 4AC.
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En la primera toma de datos, la cepa 3AC desarroll6 la longitud de hoja mas
significativa, tendencia que continud hasta el dia 30. En la Figura 12, se aprecia la

tonalidad de las hojas, longitud y desarrollo de la planta de ejemplares de dos tratamientos,

control y la cepa 3AC.

Figura 12. Plantas de tomate de 30 dias en condiciones de invernadero inoculadas con la cepa
3AC. a) Plantas de tomate de 30 dias de edad sin inoculacion. b) Plantas de tomate de
30 dias de edad las cuales han sido inoculadas el dia de la siembra, diez y 20 dias
posteriores a la misma con la cepa denominada 3AC.
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Figura 13. Plantas de tomate de 30 dias en condiciones de invernadero inoculadas con la cepa 4
AC. a) Plantas de tomate de 30 dias de edad sin inoculacién. b) Plantas de tomate de 30
dias de edad las cuales han sido inoculadas el dia de la siembra, diez y 20 dias posteriores
a la misma con la cepa denominada 4 AC.

Medicion de Parametros Morfofisioldgicos

En el parametro a evaluar largo de tallo (Fig. 14) de los 30 dias de duracién del
experimento, se presentd en los datos obtenidos de los ejemplares que fueron inoculados
con las dos cepas de Streptomyces fueron estadisticamente méas representativas en
comparacion al control. En la toma de datos correspondiente al dia 15 se obtuvo que las
dos cepas evaluadas 3AC y 4AC fueron estadisticamente iguales, en donde las medias
obtenidas son 4.6 y 4.4 cm respectivamente; sin embargo, significativamente mayores al
control cuya media fue de 3.05 cm. La toma de datos del dia 30 mostré la existencia de
diferencia significativa (p< 0.05) entre los tres tratamientos, la cepa 3AC fue el
tratamiento mas representativo con una media de 7.1 cm, en contraste con la media de la
cepa 4AC cuyo valor fue 6.4 cm, y el control siendo el tratamiento menos representativo

obtuvo una media de 4.3 cm. En la variable de largo de tallo el tratamiento que obtuvo un
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mayor efecto fue la cepa 3AC. Considerado el primer parametro beneficiado por los

microorganismos.
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Figura 14. Evaluacion de la variable largo de tallo en plantas de tomate inoculadas con las cepas
3AC y 4AC de 15y 30 dias en condiciones de invernadero (n=12).

Los datos obtenidos para el pardmetro de didmetro de tallo (Fig. 15) arrojaron que los
tratamientos en los cuales se adicionaron las cepas de Streptomyces fueron
estadisticamente mayores en ambas fechas de muestreo en comparacion al control; sin
embargo, no existe diferencia entre los tratamientos de las cepas 3AC y 4AC. En ambas
fechas el control mostré el menor didmetro, con una media a los 30 dias de 1.6 mm, en

contraste con las dos restantes cuyas medias fueron de 2.3y 2.1 mm, respectivamente.
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Figura 15. Evaluacion de la variable didmetro de tallo en plantas de tomate inoculadas con las
cepas 3AC y 4AC de 15y 30 dias en condiciones de invernadero (n=12).

Para largo de la hoja (Fig. 16) se encontré que desde los primeros 15 dias del
experimento se obtuvo diferencias en la longitud de la hoja de las plantulas inoculadas en
comparacion con el control. Posteriormente a los 30 dias con un total de dos inoculaciones,
se obtuvieron resultados similares donde los valores mas destacados fueron de las plantas
que fueron expuestas a las cepas evaluadas 3AC y 4AC, con una media de 5.8 y 4.9 cm,
respectivamente. El tratamiento control tuvo un incremento de 2 cm en la segunda
evaluacion, alcanzando una longitud de 3.19 cm aproximadamente. Se considera el
segundo parametro que aportd mas beneficios a las plantas tratadas con las cepas de

actinobacterias.
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Figura 16. Evaluacion de la variable largo de hoja en plantas de tomate inoculadas con las cepas
3AC y 4AC de 15y 30 dias en condiciones de invernadero (n=12).

Durante la inoculacion de semillas y plantulas con actinobacterias, no se adicion6
fertilizante alguno, en el caso de largo de raiz (Fig. 17), la raiz de los testigos present6 un
menor desarrollo en comparacion a los ejemplares que fueron inoculados con las dos cepas
evaluadas, si bien estadisticamente no se obtuvo una diferencia significativa en las tomas
de datos, en las plantas inoculadas de 30 dias se presentaron los cambios méas importantes,
si bien la longitud de la raiz fue el parametro a medir, es importante mencionar que el
desarrollo de raices secundarias fue considerablemente mas notorio que el desarrollo de
las plantulas testigos. Se considera la longitud de la raiz un pardmetro con mayor

influencia debido a la inoculacion de las dos cepas de Streptomyces 3AC y 4AC.
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Figura 17. Evaluacién de la variable largo de raiz en plantas de tomate inoculadas con las cepas
3AC y 4AC de 15y 30 dias en condiciones de invernadero (n=12).

En cuanto a los datos obtenidos para peso fresco y peso seco (Fig. 18) se obtuvo el
peso fresco en las plantulas del dia 15 inoculadas con las actinobacterias, no presentaron
diferencia significativa en comparacion al testigo. Sin embargo, a los 30 dias después de
la siembra estas variables comenzaron a presentar diferencias significativas; en donde las
dos cepas utilizadas fueron iguales estadisticamente con una media de 1.1 g en
comparacion al control en donde la media al dia 30 fue de 0.4 g. Obteniendo en las plantas
inoculadas con cepas de Streptomyces un peso fresco 2.4 veces mayor en comparacion al
testigo.

Si bien los datos de las plantulas inoculadas obtuvieron los mayores pesos durante el
ciclo, en donde se obtuvo un mayor peso fresco y por ende el valor del peso seco fue
proporcional, los valores mas representativos fueron hasta el dia 30. Cada uno de los
parametros fue evaluado de forma individual y en algunos casos se obtenian los valores
mas altos en los ejemplares que se habian inoculado con las cepas de actinobacterias 3AC
y 4AC al realizar la toma de los datos correspondientes a peso fresco, que es un conjunto

de todos los parametros anteriores. Se demuestra que los ejemplares inoculados estan por
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Peso fresco (g)

encima del desarrollo de los ejemplares que fueron utilizados como control, sin
adicionamiento de ningun tipo de fertilizante. Dados estos valores se considerd que el
efecto de las cepas 3AC y 4AC adicionadas a las semillas presentaron en las plantas
utilizadas mayor biomasa en comparacion a los testigos en un lapso y condiciones

ambientales iguales.
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Figura 18. Evaluacion de la variable peso fresco y peso seco en plantas de tomate inoculadas con
las cepas 3AC y 4AC de 15y 30 dias en condiciones de invernadero (n=12).
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Determinacién Cualitativa de Produccion Poliaminas

Cumplidas las 72 h de incubacidn, las placas de Petri que fueron inoculadas con las
cepas tuvieron un cambio de coloracidn, esto debido a la produccién de PAs, al término
del periodo se pudo apreciar un cambio total del medio a tonalidad purpura, siendo
positivo el resultado de dicho experimento. Se utilizé el medio de cultivo Méeller, esta
vez en liquido para evaluar el comportamiento de la produccion de dichos compuestos en
distintas condiciones (Fig. 19), el cambio de tonalidad en medio sélido se dio en los tres
dpi de la cepa, caso contrario lo que se observo en medio liquido en donde el desarrollo
de la cepa fue en las primeras 48 h en condiciones de agitacion constante a 1300 rpm a
30°C, pero la tonalidad del medio no presentd cambios sino hasta 30 dpi y en ausencia de

agitacion.

Control 3AC Control

Figura 19. Produccion en medio liquido de PAs por cepas de actinobacterias. Deteccion cualitativa
de PAs en medio liquido en donde el desarrollo de las cepas fue en las primeras 48 h en
condiciones de agitacion constante a 1300 rpm a 30°C; sin embargo, la tonalidad del
medio no presentd cambios sino hasta 30 dpi y en ausencia de agitacion.
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DISCUSION

Los efectos benéficos de algunas bacterias utilizadas como bioinoculantes son mayores
cuando su concentracion alcanza valores que les permiten competir con las comunidades
ya establecidas en el suelo (Mantilla & Martinez, 2007). Lo anterior concuerda con lo
obtenido por las inoculaciones de las cepas 3AC y 4AC en plantas de tomate, debido a la
nula esterilidad del sustrato y del agua utilizada durante el experimento, las comunidades
bacterianas presentes en el sustrato influyeron en un comienzo en el efecto de promocién
de crecimiento, por lo que al aumentar las inoculaciones se aumentd la concentracion en

la rizosfera.

Lopez-Bucio et al., (2007) hace uso de microorganismos para promover el crecimiento
vegetal de frijol en condiciones de sustrato estéril, en donde concluyé que hubo un
incremento en el peso fresco y peso seco de las plantas, y en la arquitectura de su raiz tuvo
ciertas modificaciones (incluyendo el incremento de raices secundarias y la longitud de
estas) en contraste con el control. Resultado similar al obtenido en las plantas de tomate
al ser inoculadas con actinobacterias, por lo que su investigacion fue continuada con la

inoculacion de uso de lineas reporteras de A. thaliana como en nuestro proyecto.

El uso de Streptomyces se ha evaluado en otras especies vegetales en distintas
condiciones. Condori-Pacsi et al. (2019) evaluaron la capacidad de promover el
crecimiento de ajo en macetas con sustrato y riego estéril; como resultados obtuvieron el
incremento de tamafio de raiz las cuales tuvo variaciones dependiendo de la cepa y su
tratamiento. La influencia de uno de los pardmetros a evaluar tiende a estar relacionado a
mas de uno, usualmente con el peso fresco y seco de las plantas inoculadas; sin embargo,
una de sus conclusiones es que la interaccién directa microorganismo-planta es la que

posee mayores y visibles resultados.

La inoculacion de chile con de distintas cepas de Streptomyces en condiciones de
invernadero por Robles-Hernandez et al. (2015) permitié encontrar que los pesos secos
de hojas y raices alcanzaron los valores mas representativos en contraste al control, los

diferentes tratamientos consistieron en el uso de medios suplementados para el
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crecimiento de las diversas cepas, lo que presento variaciones en el efecto sobre las plantas
de chile inoculadas.

Durante la caracterizacion del efecto de las actinobacterias en plantas modelo, las
diferentes interacciones poseen morfologias distintas, en su estudio Méndez-Gomez et al.
(2020) realizaron tres interacciones entre el hongo Azosporillum brasilense y Arabidopsis
thaliana en diferentes concentraciones 1x10%, 1x10%, 1x10° y 1x10°® CFU/mL; a pesar de
las distintas concentraciones usadas durante su investigacion, la interaccion directa de 10°
CFU/mL con las plantas consistio en la adicion del microorganismo en el medio de cultivo
donde se sembrarian los ejemplares, caso contrario a la nuestra usada en donde el inoculo
esta en contacto directo con la punta de raiz; sin embargo, los resultados fueron similares
donde se disminuye drasticamente la longitud de la raiz principal y promueve el desarrollo
de las raices secundarias. La sefializacion en la linea reportera sensible a ciclo celular es
mayor en la interaccion por medio de los compuestos difusibles producidos por el
microorganismo Yy por difusibles que por contacto directo.

Lopez-Bucio et al., (2007) en su estudio “Bacillus megaterium rhizobacteria promote
growth and alter root-system architecture through an auxin- and ethylene-independent
signaling mechanism in Arabidopsis thaliana” evalua el efecto de una bacteria sobre
lineas de A. thaliana sensibles a auxinas, tomando como antecedente la inoculacion de
dichos microorganismos en plantas de frijol. La interaccion directa con la cepa del
microorganismo fue capaz de aumentar el crecimiento aéreo de las plantas y de modificar
la arquitectura de su raiz, inhibiendo el crecimiento de la raiz primaria, lo cual le es
atribuido a las auxinas exdgenas y al etileno, provocando simultaneamente un dramatico
aumento de los pelos radiculares y de las raices secundarias; con ello reduce la expresién

de DR5::GUS en la raiz principal.

En el presente trabajo, las dos cepas evaluadas, fueron sometidas a una prueba
cualitativa de produccion de PAs, a lo que se atribuye los efectos observados en las
plantulas que fueron inoculados con las mismas. La produccion de PAs ademas de su
capacidad de influir en la ruta de auxinas, si bien es una hipétesis que puede ser descartada
por medio de un analisis de cromatografia de gases, ademas de su identificacién nos

permitiria conocer las concentraciones producidas por las cepas de actinobacterias.
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CAPITULO 11

EFECTOS PRODUCIDOS POR INTERACCIONES DIRECTAS E INDIRECTAS
DE CEPAS DE Streptomyces spp. SOBRE Sclerotium rolfsii

INTRODUCCION

Sclerotium rolfsii es un fitopatdgeno de vida libre, posee la capacidad de producir
estructuras de resistencia llamados esclerocios, los cuales sobreviven en estado latente en
el suelo durante el invierno en la espera de condiciones dptimas presentes en la siguiente
temporada (Liu et al., 2022). Causa pudricion de la semilla, pudricion del tallo y marchitez
en un amplio rango de hospederos que va desde jitomate, papa, calabaza, cacahuate,
cebolla, hasta reportes en huertos de manzano en el estado de Sonora, esto debido a su
capacidad de infeccion la cual comienza en la semilla, raiz o region del tallo que culmina
en la descomposicion de la planta (Rabinal & Bhat, 2019; Coulibaly et al., 2022;
Hernandez-Jiménez et al., 2004). El control de dicho fitopatdgeno continua en proceso,
debido a la resistencia de sus estructuras, en la actualidad el uso de fungicidas quimicos
son la Unica opcion de manejo, pero ha generado cepas resistentes y su impacto ambiental
es excesivo (Rabinal & Bhat, 2019; Coulibaly et al., 2022). Las nuevas tecnologias usadas
en la agricultura han optado por la busqueda de microorganismos capaces de influir en el
crecimiento y desarrollo de fitopatdgenos de importancia econémica, recientemente
estudios realizados con actinobacterias, han demostrado su capacidad de produccion de
metabolitos secundarios de especial interés, este estudio tiene como objetivo evaluar la
interaccion entre seis cepas de Streptomyces spp. y S. rolfsii, con la hipdtesis de que sus
compuesto difusibles y compuestos volatiles producidos inhiben el crecimiento del

fitopatdgeno, generando asi una alternativa al uso de fungicidas quimicos.
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MATERIALES Y METODOS

Escrutinio contra Hongos Fitopatdgenos

Seis cepas de actinobacterias (PCR-3, PCR-5, 3AC, 4AC, 10AC, 11AC) fueron
evaluadas para determinar el efecto de las mimas sobre el crecimiento y desarrollo de seis
fitopatdgenos: Macrofumina phaseolina, Phythopthora sp., Sclerotium rolfsii, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Macrofumina phaseolina, Rafelea fusca; en el centro de
cajas Petri conteniendo Agar Nutritivo (AN), se inocul6 cada cepa y se incub6 a 32 °C
por 7 dias, pasado el periodo de incubacién en cada extremo cardinal a una distancia de
1.5 cm se inoculo un fragmento de colonia de cada fitopatogeno. A las 24, 48 y 72 h de
establecida la confrontacion se determind el crecimiento radial de cada fitopatdgeno en
direccion a la colonia de actinobacteria, asi como el porcentaje de inhibicidn respecto al
testigo.

Coinoculacion

Se obtuvieron suspensiones de esporas de las cepas seleccionadas a partir de colonias
de siete dias de edad y posteriormente se inocularon 20 pL en puntos cardinales de cajas
Petri; después de permitir su secado se coloco el fitopatdégeno sobre cada gota del inoculo.
Se realizaron seis repeticiones de cada una de las cepas, y seis repeticiones sin
actinobacterias que fueron consideradas como control. A las 72 h posteriores a la
inoculacion (hpi) se realizo la transferencia de los fitopatogenos al AN para ser evaluados
alas 24, 48, 72 y 96 hpi. Se determind el porcentaje de fitopatdgenos con la capacidad de
germinar nuevamente, formar hifas y que posteriormente generen nuevas colonias. El
experimento se establecid bajo un disefio completamente al azar. Porcentajes abajo de 25,
de 26 a 50 y mayores de 51 de esclerocios germinados y que formaron colonia, se
considerd que las actinobacterias tuvieron una actividad antagénica alta, una actividad
antagénica moderada y una actividad antagOnica baja contra el fitopatdgeno,

respectivamente.
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Confrontaciones Duales

Basados en los resultados que se obtuvieron del escrutinio, en el centro de cajas Petri
conteniendo AN se inoculd cada cepa (con seis repeticiones cada una) y se incub6 a 32 +
2°C por 7 dias, pasado el proceso de crecimiento, en cada extremo cardinal a una distancia
de 1.5 cm se colocé un fragmento de colonia de S. rolfsii; para evaluar el posible efecto
de inhibicion de los compuestos volatiles, se retird la tapa de las cajas a usar y se sustituyd
por la base de otra caja Petri siguiendo el protocolo antes mencionado para la inoculacion
del fitopatdgeno sin presencia de las cepas de actinobacterias. Ambas bases se sellaron
una frente a la otra y se incubaron a 25£2°C por 72 h. Se evalud el crecimiento radial de
cada fragmento del fitopatdgeno a las 24, 48 y 72 hpi. El testigo consistié en inocular en
cada extremo cardinal a una distancia de 1.5 cm al fitopatdgeno en cajas Petri libre de

actinobacterias y sustituyendo la tapa por una base inoculada de la misma forma.

Termoestabilidad de Compuestos Difusibles

Se realizaron inoculaciones de 12 cajas de AN, con la finalidad de distribuir
ampliamente las cepas de Streptomyces seleccionadas en el escrutinio para su crecimiento,
en las condiciones antes mencionadas. Pasado el periodo de incubacién y desarrollo, se
retir6 el medio de las cajas de Petri y se depositd en un matraz para posteriormente fundirlo
hasta obtener un medio liquido, el cual fue preparado a una concentracién de 100, 75, 50
y 25% de Agar inoculado y el volumen restante fue preparado con AN. A las 72 hpi se
realizé la transferencia de los fitopatdgenos al AN para ser evaluados a las 24, 48, 72 'y 96
hpi. Se determing el porcentaje de germinados, asi como el crecimiento radial de las hifas.
Se realizaron seis repeticiones de cada una de las cepas, y seis repeticiones sin

actinobacterias que seran consideradas como control.
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RESULTADOS
Escrutinio contra Hongos Fitopatdgenos

De las seis cepas evaluadas, se seleccionaron aquellas que hayan influido en el
desarrollo y crecimiento de las colonias de los fitopatdégenos para su evaluacion en pruebas
posteriores. En la Tabla 1 se muestran los porcentajes de crecimiento radial de las cepas
de los fitopatdgenos en contacto con las seis actinobacterias antes mencionadas pasadas
las 72 h de su evaluacion, donde las cepas PCR 3, 3AC y 11AC, obtuvieron los porcentajes

de crecimiento mas representativos sobre Sclerotium rolfsii.

Tabla 1.- Porcentajes de crecimiento radial de diferentes hongos fitopatégenos.

Tratamiento/ | Phythoptora | Sclerotium . Fusarium Fusarium
. . . Macrofumina ;
Fitopatdgeno sp. rolsfii solani oxysporum
Control 100 100 100 100 100
PCR 3 92.3 11.0 76.5 109.1 46.2
PCR5 - 18.5 - 90.9 -
3AC 128.6 0.0 435 83.3 71.4
4 AC 122.2 45.0 73.9 125.0 100.0
10 AC 61.5 15.0 64.7 54.5 46.2
11 AC 69.2 3.7 64.7 81.8 76.9

Coinoculacién

Basados en los resultados del escrutinio se seleccionaron tres cepas de actinobacterias
(PCR 3, 3AC ,11 AC) para ser evaluadas, consideradas de interés debido a la inhibicién
causada contra S. rolfsii (Tabla 1). La coinoculacion de los microorganismos nos permitid
evaluar su interaccion directa y la competencia existente entre ellos. Las actinobacterias
mostraron la capacidad de desarrollarse en menor tiempo en contraste al esclerocio de
Sclerotium rolfsii, por lo que se aprecio una colonia madura, y le permitié controlar el
crecimiento del fitopatdgeno. Con el supuesto de que la presion ejercida sobre el
esclerocio se debia a la colonia, al realizar la transferencia a un AN nuevo tendria la

capacidad de germinar, colonizar el medio y formar una colonia nueva; sin embargo, el
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crecimiento de las cepas de actinobacterias fue el resultado dicha re-siembra (Fig.20,
Fig.21, Fig.22)

Control
Figura 21. Esclerocios de la coinoculacion de la cepa 3AC y S. rolfsii a las 72 hpi en AN.
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Cepa 11 AC

Figura 22.- Esclerocios de la coinoculacién de la cepa 11 AC y S. rolfsii a las 72 hpi en AN.

En la Figura 23 se hace una vista con estereoscopio con la finalidad de observar a
detalle la estructura del esclerocio y su posible desarrollo en el medio de cultivo; sin
embargo, solo se logra apreciar como las actinobacterias han colonizado una vez méas no
solo el medio, si no en su totalidad a la estructura del fitopatdgeno, sirviendo, como un

inoculo de las cepas.

Figura 23. Vista en estereoscopio de esclerocios de Sclerotium rolfsii posteriores a la trasferencia
en AN. a) Vista en estereoscopio de esclerocio de la coinoculacion de la cepa PCR 3 a
las 72 hpi en AN. b) Vista en estereoscopio de esclerocio de la coinoculacion de la cepa
3 AC alas 72 hpi en AN. c) Vista en estereoscopio de esclerocio de la coinoculacion de
la cepa 11 AC a las 72 hpi en AN.
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Confrontaciones Duales

Las confrontaciones duales tienen como objetivo evaluar el efecto de los compuestos
difusibles en el medio y los compuestos volétiles, ambos producidos por las cepas
inoculadas. Durante el tiempo de interaccion se observo que, en contraste con el escrutinio
en donde existia cierto crecimiento radial de las hifas ain cuando se encontraban en
contacto con los compuestos difusibles presentes en el medio, dicho comportamiento no
se repitio y la inhibicion fue del 100% en cada una de las repeticiones de cada cepa (Fig.
24, Fig. 25, Fig. 26). Aunado a ello, no se presento la colonizacién del medio por parte de

S. rolfsii como se observa en el control, debido a la presencia de la actinobacteria.

Las tres cepas poseen la capacidad de producir ambos compuestos con la capacidad

de influir en el desarrollo de las colonias de S. rolfsii.

Control

Figura 24. Confrontacién dual de la cepa PCR 3 vs Sclerotium rolfsii 72 hpi. a) Evaluacion del
efecto de los compuestos difusibles en el medio. b) Evaluacion del efecto de los
compuestos volatiles producidos por la cepa.
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Control \Ce a 3AC

Figura 25. Confrontacion dual de la cepa 3AC vs Sclerotium rolfsii 72 hpi. a) Evaluacion del
efecto de los compuestos difusibles en el medio. b) Evaluacion del efecto de los
compuestos volatiles producidos por la cepa.

Figura 26. Confrontacion dual de la cepa 11AC vs Sclerotium rolfsii 72 hpi. a) Evaluacion del
efecto de los compuestos difusibles en el medio. b) Evaluacion del efecto de los
compuestos volatiles producidos por la cepa.
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Termoestabilidad de Compuestos Difusibles

Considerando los resultados obtenidos de las confrontaciones duales, la capacidad que
poseen los compuestos difusibles producidos por las actinobacterias resultd ser de especial
interés debido al efecto causado sobre las diferentes estructuras de Sclerotium rolfsii, por
lo que la caracterizacion de dichos compuestos es de relevancia. Una caracteristica es la
termoestabilidad de los mismos, dicha prueba nos permiti6 saber si posterior a su
esterilizacion y en diferentes concentraciones de los medios con compuestos difusibles,
se posee el mismo o diferente efecto presentado antes de su exposicion a la temperatura y
presion a la cual fue sometida. Durante su incubacion en los medios con las distintas
concentraciones, se tuvo un efecto de fungistasis; sin embargo, al realizar la resiembra en
AN aquellas que eran menores (50 y 25%) presentaron crecimiento, dichos resultados

variaron dependiendo de la cepa.

La cepa PCR 3 presentd termoestabilidad en sus compuestos producidos, conforme
disminuia la concentracion de los mismos, la germinacion de esclerosios se presentd a las
48 h post resiembra (Fig.27). Dando asi como resultado que la exposicion de dichas
estructuras a los compuestos disfusibles termoestables mas concentrados disminuye la
viabilidad del esclerocio hasta evitar por completo su capacidad de formacion de nuevas

colonias, efecto llamado fungicida.

Las cepas 3AC y 11AC, al igual que la anterior, presentaron termoestabilidad en sus
compuestos; sin embargo, la concentracion al 50% tuvo el mismo efecto que las dos mas
altas (100 y 75%). La resiembra de las estructuras del fitopatogeno en AN, confirmé que
la viabilidad del esclerocio a excepcion del 25% es nula después de la interaccion con los
medios esterilizados (Fig. 28, Fig. 29).
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Figura 27. Resiembra en AN de esclerocios expuestos a diferentes concentraciones de medios con
la cepa PCR 3 y sus compuestos. a) Resiembra en AN de esclerocios expuestos a una
concentracién de 100%. b) Resiembra en AN de esclerocios expuestos a una
concentracién de 75%. ¢) Resiembra en AN de esclerocios expuestos a una concentracién
de 50%. d) Resiembra en AN de esclerocios expuestos a una concentracion de 25 %.

Figura 28. Resiembra en AN de esclerocios expuestos a diferentes concentraciones de medios con
la cepa 3AC y sus compuestos. a) Resiembra en AN de esclerocios expuestos a una
concentracién de 100%. b) Resiembra en AN de esclerocios expuestos a una
concentracién de 75%. ¢) Resiembra en AN de esclerocios expuestos a una concentracion
de 50%. d) Resiembra en AN de esclerocios expuestos a una concentracion de 25%.
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Figura 29. Resiembra en AN de esclerocios expuestos a diferentes concentraciones de medios con
la cepa 11AC y sus compuestos. a) Resiembra en AN de esclerocios expuestos a una
concentracién de 100%. b) Resiembra en AN de esclerocios expuestos a una
concentracién de 75%. ¢) Resiembra en AN de esclerocios expuestos a una concentracion
de 50%. d) Resiembra en AN de esclerocios expuestos a una concentracion de 25%.
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DISCUSION

Kumaran et al., (2020) realizé aislamientos microbioldgicos, en donde su objetivo
principal fue el aislamiento de actinobacterias productoras de ciertos pigmentos marinos
para su identificacion metabolémica, cuya finalidad era la busqueda de bioactivos
producidos por las cepas capaces de influir en el crecimiento y desarrollo de patdgenos de
importancia econémica en la acuicultura. Las confrontaciones fueron entre los
compuestos extraidos de las actinobacterias contra Pseudomonas sp, Vibrio anguillarum,
Aeromonas hydrophilia, Vibrio paraheamolyticus y Vibrio Harvey, en donde existe
inhibicion de crecimiento de dichos patégenos; si bien los microorganismos evaluados en
su estudio no son considerados de importancia vegetal, el uso de actinobacterias arrojaron
ademas la identificacion de sus compuestos con efecto antiflngico, tal como es el caso de
los metabolitos producidos por las cepas usadas en nuestro estudio en donde no solo

influye en el crecimiento del hongo, si no en la inhibicion del desarrollo de S. rolfsii.

El uso de microorganismos para uso antagénico de fitopatdégenos suele limitarse a
Trichoderma y algunas bacterias, dejando a un lado el uso y beneficios debido a los pocos
estudios sobre actinobacterias segin menciona Li et al., (2017), ademéas en su
investigacion titulada “Mechanism of in vitro antagonism of phytopathogenic Scelrotium
rolfsii by actinomycetes” hace uso de cinco cepas de Streptomyces para el control de
diversos hongos de importancia econémica (Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum) y
S. rolfsii, dicho autor en Li et al., (2019) hizo uso de una nueva metodologia de biofiltrados
libres de células, para la inhibicion del crecimiento de S. rolfsii y F. oxysporum logrando
asi la inhibicién de un 22 y 36%, respectivamente, caso contrario en nuestro trabajo donde

se obtuvo la inhibicidn total del crecimiento del primer fitopatogeno.

Dichos estudios hacen uso de diferentes metodologias en donde se extraen y evaltan
los metabolitos producidos por las cepas, en contraste a nuestro estudio donde se hace la
interaccién de los distintos compuestos producidos, tanto los compuestos volatiles como

los difusibles, ademas de la interaccion directa actinobacteria-fitopatdgeno.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se logaron evaluar dos cepas de actinobacterias 3AC
(Streptomyces sp.) y 4AC (Streptomyces diastaticus subsp.Ardesiacus) las cuales
demostraron en plantas de tomate y de Arabidopsis thaliana tener accion de promotor de
crecimiento al compararse con las plantulas control, se podria ampliar esta frase indicando
los efectos promotores mas importantes (desarrollo de raiz, de la parte aerea). Ademas, no
se indica cual tratamiento directo o a distancia funciono mejor. En los estudios de
interaccion de la cepa 4AC con la linea reportera DR5::GUS se encontrd que el periodo
de interaccion entre las plantas y el microorganismo incrementa la respuesta del reportero,
por lo que esta cepa estimula la respuesta a auxinas. A pesar de la nula esterilidad del
sustrato para la evaluacion en condiciones de invernadero las inoculaciones consecutivas
de las cepas 3AC y 4AC ademas de conferirle al tomate la capacidad de resistir a las

condiciones en las que se desarrollaron las plantas.

Con los resultados antes mencionados la caracterizacion del efecto sobre fitopatdgenos
fue de relevancia, siendo las cepas PCR 3, 3AC y 11AC, aquellas que poseen la capacidad
de ejercer un efecto sobre el crecimiento y desarrollo de S. rolfsii. Las diferentes
interacciones de dichos microorganismos por medio de compuestos difusibles,
compuestos volatiles y de inoculaciones directa, permitieron concluir que las cepas poseen

actividad fungicida sobre el fitopatdgeno y sobre su estructura de resistencia.

Se requiere realizar méas estudios para la identificacion y la cuantificacion de

metabolitos producidos por dichas cepas.
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