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Resumen

El potencial inhibitorio de tres cepas de actinobacterias (B21, B22 y B37) contra los fitopatogenos:
Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici y Fusarium oxysporum fue evaluado in vitro mediante la
técnica de cultivos aperados, donde a las 72 h después de la confrontacion se evalud el porcentaje
de inhibicion del crecimiento radial (PICR) por las actinobacterias. Los resultados mostraron un
PICR variable entre 67.54 y 93.84% dependiendo del patdgeno. La cepa B22 fue la que mostro un
PICR promedio de 98.73% para los tres fitopatdgenos. En el escrutinio in vivo, las plantas de chile
inoculadas con las actinobacterias mostraron mayor altura de la planta y mayor peso seco de los
frutos con respecto al testigo, lo que sugiere que las actinobacterias promueven el crecimiento de
plantas de chile.
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En México, las enfermedades de cultivos agricolas, ocasionadas por hongos y bacterias son
principalmente controladas por medio de compuestos quimicos. En el afio 2015 se emplearon 28
741.46 t de ingrediente activo de fungicidas y bactericidas, todos estos compuestos fueron
aplicados sobre una superficie que asciende a mas de 22 millones de ha cultivadas en el pais (FAO,
2019).

La utilizacion de plaguicidas sintéticos en la agricultura ha provocado efectos negativos en la salud
humana, contaminacion de los mantos freaticos, elevado costo de produccion, ademas de actuar
negativamente sobre organismos benéficos, lo anterior bajo un control deficiente derivado
aplicaciones incorrectas en concentracion y frecuencia, afectando el entorno, ocasionando un
desequilibrio en el ecosistema y con ello, pérdida de la biodiversidad (Gutiérrez-Ramirez et al.,
2013).

El control biologico ha demostrado ser una herramienta eficaz y econémicamente viable para el
control de plagas y enfermedades, en la que se emplean enemigos naturales, antagonistas o
competidores vivos, capaces de mantener la densidad de poblacion de un organismo plaga a un
nivel que no cause dafios econdmicamente importantes y mantener la sustentabilidad de los
agroecosistemas (Infante et al., 2009; Gutiérrez-Ramirez et al., 2013).

Entre los agentes que realizan procesos de biocontrol, se encuentran las bacterias, hongos, virus,
depredadores y parasitoides, los cuales tienen diferentes mecanismos de accion destacando: la
antibiosis, competencia por espacio y nutrientes o nicho ecoldgico, produccion de compuestos
inhibidores, la activacion de enzimas del agente patdgeno, parasitismo y la induccion de resistencia
en la planta (Villamil et al., 2015; Reyes, et al., 2015).

Las actinobacterias son conocidas por cumplir diversos papeles en el ecosistema, como
descomponedoras de materia organica, especialmente biopolimeros como la lignocelulosa,
almidon y quitina, mejorar la estructura del suelo y la produccion de compuestos bioactivos con
actividad antagonica contra microorganismos patdgenos; se pueden encontrar en el suelo y raiz de
las plantas, asi como en sedimentos de agua dulce y salada, poseen la capacidad de biosintetizar
una amplia variedad de antibi6ticos como metabolitos secundarios o productos naturales, y también
se han descrito actividades que pueden catalogar a las actinobacterias como rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) por sus siglas
en inglés (Doubou et al., 2001; Franco-Correa, 2009).

Actualmente en México se esta implementado el uso de productos mas amigables con el ambiente,
por lo que se estdn explorando diferentes nichos con la finalidad de obtener cepas de
microorganismos con potencial para el control de plagas y enfermedades en cultivos
econdémicamente importantes. Uno de estos cultivos es el chile (Capsicum annuum L.) el cual ve
mermada su produccion debido al ataque de los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia solani,
Phytophthora capsici y Fusarium oxysporum, los cuales ocasionan dafio en el sistema radicular y
no han podido ser controlados de manera efectiva.

El objetivo de este trabajo se centro en aislar actinobacterias de suelos perturbados y no perturbados
y demostrar su potencial en la inhibicion de los hongos fitopatdégenos de chile R. solani, P. capsici
y F. oxysporum en condiciones in vitro, asi como evaluar la promocion del crecimiento de plantas
de chile.
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Para abordar el objetivo se realizaron muestreos de suelo en noviembre y diciembre de 2016 de
suelo cultivado y no cultivado (no perturbado) en los municipios de Apaseo el Grande, Celaya,
Comonfort, Pénjamo, San Luis de la Paz, San Diego de la Union y Tarimoro y en enero, febrero y
marzo de 2017 en San Miguel de Allende, Villagran y Xichd, todos del estado de Guanajuato.

Las muestras de suelo colectadas fueron tamizadas para obtener una muestra homogénea. Un
gramo de suelo de cada muestra fue colocado en tubos de 15 mL, los cuales contenian 9 mL de
H.0 destilada estéril y fueron procesados por dilucion seriada (102, 102 103 y 10%), se tomaron
50 pL de cada una de las diluciones y fueron colocados en el centro de cajas Petri con PDA (Papa
Dextrosa Agar) dispersando la dilucion con varilla de vidrio esteril.

El nimero de cajas Petri inoculadas fue dos cajas Petri para la dilucion 1072, tres cajas Petri; para
la dilucidon107 y siete cajas Petri para las diluciones 102 y 10, todo bajo condiciones asépticas
Rodriguez-Guerra, Com. Pers. (2017).

Las cajas de Petri inoculadas fueron incubadas a 26 °C hasta la observacion de crecimiento de
microorganismos. Al observar crecimiento de colonias que sugerian ser actinobacterias (fenotipo
con textura polvosa, color, forma, superficie y borde de la colonia, asi como pigmentacion del
medio de cultivo y ser Gram positivas), se tomo la colonia completa con ayuda de una aguja de
diseccion previamente esterilizada y fue colocada en cajas Petri con PDA.

Escrutinios in vitro fueron realizados con el propoésito de observar el potencial antagénico de las
actinobacterias. Fragmentos de colonia de actinobacterias fueron frotados en el centro de cajas Petri
de 90 x 15 mm con medio de cultivo PDA, cubriendo un radio de 3 cm aproximadamente de la
superficie central de la caja Petri. Las cajas Petri inoculadas fueron mantenidas a 26 °C por 9 dias,
posteriormente se colocaron explantes de 7 mm de didmetro de colonia con 72 h de crecimiento de
los hongos fitopatgenos: R. solani, P. capsici o Fusarium oxysporum, a 2 cm aproximadamente
del margen de la colonia de las actinobacterias.

Como testigo, se colocaron fragmentos de colonia de mismo diametro de los fitopatdgenos sin
actinobacterias en caja Petri con PDA de forma similar que en la confrontacién, también se
utilizaron como testigo cajas Petri con PDA inoculadas en el centro solamente con actinobacterias,
se realizaron 3 réplicas por actinomiceto y fitopatogeno.

La evaluacion se realizé a las 24, 48 y 72 h posteriores a la confrontacién, donde se midi6 el
crecimiento radial del micelio de los fitopatdgenos confrontados y de los testigos y se determind el
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) utilizando la formula de Ezziyyani et al.
(2004), PICR= (R1-R2)/R1*100, donde R1 es el radio del crecimiento de la colonia del patégeno

testigo y R2 es el radio dela colonia del patdgeno en enfrentamiento.

Con las cepas de actinobacterias que inhibieron el crecimiento de los hongos, se realizé un
escrutinio para definir su influencia en el crecimiento en plantas de chile. Cada cepa de
actinobacteria fue crecida en medio de cultivo Spezieller Nahrstoffmmarmer Agar (SNA)
modificado (1 g L™ KH2PO4, 1 g L KNOs, 0.5 g L** MgSOs 7H20, 0.5g L KCI, 0.2 g L*
sacarosa, 0.2 g L™t glucosa y 5 g L extracto de levadura) (Nirenberg, 1976). EI medio de cultivo
fue puesto en agitador orbital a 130 rpm y 28 °C por 13 dias. Plantas de chile var. Santa Fe de seis
semanas fueron inoculadas con las actinobacterias potenciales.
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El disefio del experimento fue completamente al azar con tres repeticiones y 5 plantas por
repeticion. Al momento del trasplante y diez dias después del trasplante se le agreg6 a cada planta
5 mL de suspension de esporas de las actinobacterias a una concentracion de 1x10" UFC mLy en

las plantas testigo solo se agregaron 5 mL de agua estéril a nivel de cuello. Las plantas se evaluaron
en la etapa de produccion y las variables evaluadas fueron altura de planta, longitud de raiz,
longitud de frutos y peso fresco de frutos.

Ochenta y dos cepas de actinobacterias fueron identificadas de las localidades muestreadas, donde
la mayor cantidad de cepas se obtuvo del municipio de San Miguel de Allende (suelo no
perturbado) con 60 cepas, seguido de Celaya con 10 cepas. De las 82 cepas de actinobacterias
confrontadas con los fitopatdgenos, tres cepas de ellas mostraron potencial inhibitorio contra R.
solani, P. capsici y F. oxysporum. Las cepas de actinobacterias potenciales fueron: B21 y B22
(Sierra de Xicha, area no perturbada) y B37 (Pénjamo, de un predio cultivado con maiz).

Los resultados de la confrontacion mostraron un rango de PICR de 67.54 a 93.84% (Cuadro 1),
dependiendo del hongo patdgeno. Es de hacer notar que la inhibicion de los fitopatdgenos por parte
de los actinomicetos se dio sin tener algun contacto entre ellos, por lo que se sugiere la presencia
de metabolitos secretados y expandidos en el medio de cultivo (Franco-Correa, 2009; Rodriguez-
Villarreal et al., 2014).

Cuadro 1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de Rhizoctonia. solani, Phytophthora.
capsici y Fusarium oxysporum por actinobacterias del estado de Guanajuato.

Actinobacterias - Pato'gt.anos Promedio (%)"
R. solani P. capsici F. oxysporum

B21 89.81 44.74 54.1 62.88

B22 96.18 100 100 98.73

B37 95.54 57.89 97.54 83.66

Promedio (%) 93.84 67.54 83.88 81.76

"= porcentaje promedio obtenido con la formula de Ezziyani et al. (2004).

Es de hacer notar que la cepa B22 present6 consistencia en el porcentaje de inhibicion a los tres
patdgenos de chile, mientras que B21, mostr6 una capacidad reducida de inhibicién para los tres
patdgenos. El patdgeno que presento el PICR mayor por las tres cepas de actinobacterias fue R.
solani con un valor promedio de 93.84%, mientras que P. capsici presentd menor PICR por todas
las cepas de actinobacterias con 67.54% (Cuadro 1).

De acuerdo con Medina et al. (2014) el PICR promedio que se obtuvo para P. infestans fue de
77.65y 75.33% con las dos mejores cepas de actinomicetos de 14 cepas evaluadas; mientras que
para R. solani el PICR promedio que obtuvieron fue de 100 y 83.83%, respectivamente, resultados
similares a los obtenidos en este ensayo (PICR 93.84%).

Por otro lado, si bien las cepas B21 y B22 pertenecen al mismo municipio, también difieren en el
potencial antagonico, para el control de P. capsici y F. oxysporum (Cuadro 1), de acuerdo con
Anwar et al. (2016), las actinobacterias poseen diferentes mecanismos de accion en la inhibicion
de agentes fitopatdgenos, ya que producen sideroforos y sustancias antibioticas y fungicidas
diferencialmente, aun cuando las cepas pertenezcan a la misma especie y al nicho ecologico.
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Los resultados obtenidos de la inoculacion de las actinobacterias en plantas de chile mostraron que
la altura de planta y el peso fresco de frutos fueron las variables que incrementaron sus valores con
las tres cepas con respecto a los valores de las plantas testigo (Figura 1). La longitud de raiz y
longitud de frutos no mostraron efectos estadisticamente significativos con respecto al testigo para
ninguna de las cepas de actinobacterias (Figura 1).
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Figura 1. Efecto de la aplicacidn de actinobacterias en las variables. Alt. pta= altura de planta: long.
raiz= longitud de raiz; long. frutos= longitud de frutos y p. fco. frutos= peso fresco de frutos
en plantas de chile.

Cuantitativamente hablando la cepa B22 mostré mayor efecto en las cuatro variables evaluadas
en las plantas que las otras dos cepas, estableciendo una correlacion con el efecto de mayor PICR
para los tres patdgenos evaluados; sin embargo, ain esta por definirse el tipo de metabolitos que
promueven el crecimiento de las plantas como la inhibicion de patogenos.

Los resultados obtenidos en las variables evaluadas de las plantas de chile se atribuyen a que las
actinobacterias fungieron como promotores de crecimiento, induciendo el incremento de la
produccién de acido indol acético (AlA), auxina que naturalmente produce la planta, mostrando
un efecto en el crecimiento del grosor y longitud de tallo, asi como en los frutos, ademas de
giberelinas y sustancias similares a las citoguininas, favoreciendo el desarrollo de las plantas y la
estimulacion del desarrollo de raices laterales y pelos radicales (Palaniyandi et al., 2013).

Conclusiones

Las tres cepas de actinobacterias mostraron un alto potencial inhibitorio contra R. solani, P. capsici
y F. oxysporum a nivel in vitro lo que sugiere realizar escrutinios a nivel planta y evaluar si se
mantiene el efecto de biocontrol. A nivel planta se observo que la aplicacion de actinobacterias
promueve el crecimiento de la planta con respecto al testigo. Es deseable establecer el diferencial
de metabolitos que actian y el modo de accion en ambos analisis para definir la mejor combinacion
en ensayos de manejo de enfermedades.
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