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Resumen

Las bacterias Streptomzyces son microorganismos que se encargan
de degradar la materia organica acumulada en el suelo y transfor-
marla en compuestos asimilables por las plantas. Son bacterias
que controlan microorganismos fitopatdgenos y participan como
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR). El objetivo fue eva-
luar en cepas de Streptomyces la capacidad PGPR y antagonista de
hongos fitopatégenos. A 10 cepas se les determiné la actividad
de solubilizacion de fosfatos, produccién de sideréforos y capaci-
dad de fijar nitrégeno atmosférico. Se observé que todas fijaron
nitrégeno, 5/10 cepas solubilizaron fosfatos y 9/10 produjeron
sider6foros. En cuanto al antagonismo, 4/10 cepas inhibieron el
crecimiento de Fusarium oxysporum destacando la cepa B153. La
cepa B153 mostré mas altos porcentajes de inhibicion (estadis-
ticamente significativos) contra diversos hongos fitopatogenos
respecto a la cepa comercial S. ydicus WYBEC108. Streptomyces sp
B153 se puede considerar como una cepa con potencial capacidad
de promover el crecimiento vegetal y controlar el desarrollo de
hongos fitopatégenos.

Introduccion

Los bioinsumos microbianos son todos aquellos productos que
contienen microorganismos benéficos que desempefian un impor-
tante papel en la produccion de alimentos de origen vegetal, libres
de compuestos toxicos contenidos en los agroinsumos de origen
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quimico sintético. Entre las funciones principales que los bioinsumos realizan estan las
relacionadas a mejorar la fertilidad del suelo, mantener una buena productividad agricola
usando menos productos quimicos, contribuir en evitar el uso de pesticidas quimicos
y su dispersion al ambiente y proporcionar mejoras sustanciales en la inocuidad de los
alimentos de origen agricola (Nosheen, Ajmal, & Song, 2021). El efecto benéfico de
los bioinsumos en el suelo se ve reflejado por la presencia de una mayor cantidad de
nutrientes asimilables por las plantas y menor presencia de microorganismos patogenos
que les causan enfermedades. Los microorganismos que forman parte de los bioinsumos
contribuyen en el crecimiento vegetal y su productividad realizando diversas actividades
de manera directa o indirecta, entre las que destacan: fijacioén bioldgica de nitrégeno en
vida libre o en simbiosis, solubilizacién de fostfato, produccion de fitohormonas, supre-
sion de enfermedades por medio de agentes de control biolégico, disminucion del estrés
abibtico y biorremediacion de contaminantes (Glick & Gamalero, 2021; Santoyo e 4/,
2021; Sehrawat, Sindhu, & Glick, 2022; Kumar ef a/., 2022)

A nivel mundial, la produccion agricola en los campos de cultivo es afectada por
la presencia de hongos y omicetos patégenos, los cuales causan pérdidas en la pro-
ductividad de alrededor el 70 al 80%, ademas de que se ve drasticamente reducida la
calidad e inocuidad de los productos hortofruticolas (Yang, Shuai-Wen & Kun-Tai,
2019). Los hongos son un grupo diverso de microorganismos que cumplen funciones
bioldgicas y ecolégicas muy importantes; sin embargo, poco mas de 8 000 especies son
patogenos de plantas (Shuping & Eloff, 2017). Esta diversidad de hongos fitopatogenos
provoca afectaciones sobre las raices, tallos, hojas, flores, frutos y semillas. Algunas
de las especies mas importantes son Botrytis cinerea o moho gris, que causa dafio en un
amplio rango de especies vegetales, incluyendo muchas especies que producen granos
(De Angelis ez al., 2022). La antracnosis es una enfermedad provocada por muchas
especies del género Colletotrichum, que afectan flores, hojas y frutos provocando severos
dafios en los cultivos, principalmente frutales. C. gloesporioides es considerada la principal
especie patogena que afecta frutos como mango y papaya en la etapa postcosecha,
aunque se ha reportado que C. siamense y C. asianum han causado dafios severos en
mango (Kamle ¢/ al., 2013; Tovar-Pedraza ez al., 2020). Por otra parte, existen hongos,
entre los que se puede sefialar a Fusarium oxysporum, que causan dafios severos a nivel
del sistema radicular de la planta. En particular, este patdégeno afecta una gran varie-
dad de cultivos provocando marchitamiento en las plantas y su muerte (Dean ¢7 al.,
2012). Finalmente, otro de los hongos importantes es Lasiodiplodia theobromae, que es
una especie que provoca la llamada muerte descendente y pudricion del pedinculo
en frutos de mango, papaya, aguacate, entre otros (Picos-Mufioz e/ al., 2015).

Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar en diferentes
cepas de Streptomyces 1a potencial capacidad de actuar como PGPR y antagonizar el
crecimiento de hongos fitopatégenos.
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Materiales y métodos

Microorganismos empleados en el estudio

Las cepas de Streptomyces empleadas en el estudio se encuentran conservadas en el
Banco de Germoplasma de Actinomicetos en la Subsede Sureste del CIATE]. Todas
ellas se aislaron de muestras de suelos rizostéricos obtenidas de localidades ubicadas
en los estados de Campeche, Chiapas, Hidalgo y Yucatan. La cepa comercial §. /ydi-
cus WYEC108 se uso en los experimentos de antagonismo como control positivo.

Los hongos fitopatégenos utilizados fueron cultivos monosporicos de F. oxys-
porum, F. oxcysporum £. sp. lycopersici, F. oxysporum f. sp. gladioli, B. cinerea, Aspergillus
sp., L. theobromaey C. siamense (Evangelista-Martinez ef al., 2022).

Actividad antagonista

La busqueda inicial de estreptomicetos antagonistas sobre el crecimiento de los
hongos fitopatégenos se realizé mediante experimentos de confrontacién dual en
placas Petri con medio de crecimiento ISP No. 2, empleando a Fusarium oxysporum
t. sp. gladioli (Bredholdt e# a/., 2007; Rios-Hernandez, Uc-Varguez, & Evangelis-
ta-Martinez, 2021). Para ello, se depositaron 3 ul de la SE (suspension de esporas)
de cada cepa hacia un lado de la placa Petri, aproximadamente 0.5 cm del borde,
y en el lado opuesto 3 ul de la SE de . hdicus WYEC108. Después de 20 min, se
deposito al centro de cada placa Petri un disco de agar de 9 mm de diametro cu-
bierto con micelio activo de los hongos fitopatégenos. Un disco de agar cubierto
con micelio activo de los hongos depositado al centro de una placa Petri sin los
estreptomicetos se us6 como control del crecimiento. Las cepas se consideraron an-
tagonistas cuando se observo que el crecimiento del micelio del hongo en direccion
al estreptomiceto se detuvo y queddé separado del borde de la colonia. El efecto se
determiné como (-), sin antagonismo; (+) actividad antagénica baja; (++), actividad
antagonica media; (+++), actividad antagonica alta. Se realizaron tres repeticiones
por cada cepa evaluada.

Experimentos posteriores para evaluar el Porcentaje de inhibicion (PI) de las cepas
seleccionadas sobre otros hongos fitopatégenos se realizaron tal como se describio
previamente. El experimento concluyé cuando el crecimiento micelial del hongo en
el control alcanzo el borde de la placa Petri, momento en el cual se registré el creci-
miento del hongo con un vernier. El porcentaje de inhibicién (PI) se determiné con
la f6rmula: PI (%) = (CH - CE) / CH X 100, en donde CH representa el crecimiento
radial del hongo (mm) de la placa control, y CE, representa el crecimiento radial del
hongo (mm) en la direccion de la bacteria antagonista (Evangelista-Martinez ez a/.,
2020). El experimento consisti6 de tres replicas por cada hongo evaluado.
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Evaluacion de las propiedades promotoras de crecimiento vegetal

a) Solubilizacién de fosfatos

La determinacién cualitativa de la solubilizacion de fosfatos se llevé a cabo en el
agar NBRIP (Nautiyal, 1999). Se depositaron 3 ul de la SE de las cepas aisladas
a una placa Petri con el medio, se dejaron secar y enseguida se colocaron en una
incubadora mantenida a 37 °C durante 10 dfas hasta la aparicién de halos claros
alrededor de las colonias. Los aislados que presentaron halos claros se selecciona-
ron y enseguida se repiti6 el proceso previamente descrito. Posterior al tiempo de
incubacidn, se midi6 con un vernier el diametro de las colonias y del halo claro a su
alrededor. La eficiencia de solubilizacién de fosfatos se determiné como: Indice de
solubilizacion de fosfatos (ISF) = Didmetro Total (DT, colonia + halo) / Didametro
de la Colonia (DC) (Tariq ef al., 2022).

b) Produccidn de sideréforos

La deteccion de sideroforos producidos por los estreptomicetos seleccionados se realizéd
empleando medio agar azul CAS (Cromo azurol S) (Louden e# a/., 2011). Inicialmente, se
inocularon cajas de ISP 2 con las distintas cepas dejandolas crecer a 29 °C por 12 dias;
de cada placa Petti se obtuvo un disco de agar de 9 mm de diametro que se coloco sobre
las placas Petri con el medio CAS. Las placas se mantuvieron a 29 °C por 10 dfas. La
aparicion de halos amarillos a translucidos alrededor de los discos de agar se considerd
evidencia de la produccién de sideréforos. El Indice de produccién de sideréforos (ISid)
se determiné como: ISid) = Diametro Total (DT, disco de agar + halo claro) / Didmetro
del disco de agar (DDA). Los experimentos se realizaron por duplicado.

¢) Fijacion biolégica de nitrégeno

El experimento para determinar que las cepas realizan fijacioén biolégica de nitrégeno
consistio en inocular 3 ul de la SE de las cepas aisladas a una placa Petri con el medio
Ashby, medio de cultivo libre de nitrogeno (Roy, 1958). Las placas se mantuvieron
2 29 °C por 10 dias. Las colonias que lograron crecer en el medio de cultivo fueron
consideradas como capaces de crecer en un medio sin nitrégeno.

d) Andlisis estadistico
El porcentaje de inhibicién se expresé como la media * la desviacion estandar.
Las medias se compararon mediante una prueba de Analisis de Varianza de dos

vias seguido por la prueba de Tukey (P = 0.05), usando el software MiniTab v18
(Minitab, LLC).
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Resultados y Discusion

Seleccioén preliminar de los estreptomicetos con actividad antagonista

La seleccion de las cepas de Streptomyces con actividad antagonista contra hongos
fitopatogenos se evalué de manera cualitativa sélo contra F. axysporum £. sp. gladioli
(Foxy), una especie patogena muy virulenta que causa la pudricion de los cormos de
gladiolo (Rios-Hernandez ez al., 2021). De las 10 cepas evaluadas cualitativamente,
en cuatro se observo actividad inhibitoria del crecimiento de Foxy, de las cuales dos
mostraron actividad antagénica baja (CHS20 y CACIA-3.39HGO, +), una cepa con
actividad media (G1512, ++) y una con actividad alta (G153, +++) (Tabla 1). A
estas cuatro especies se les realizaron experimentos de antagonismo adicionales con
la finalidad de determinar su potencial como agentes de control biolégico contra
diversos hongos fitopatégenos.

Actividad preliminar de PGPR en Streptomyces spp

La exploracion de la actividad 7z vitro de PGPR de los estreptomicetos se evalu6 para
las 10 cepas. Todas las cepas fueron capaces de crecer en el medio de crecimiento
Ashby que carece de fuente de nitrégeno; sin embargo, algunas cepas se diferenciaron
de otras porque mostraron un crecimiento de la colonia mas robusto y vigoroso,
tal como las cepas CACIA-1.7THGO, CACIA-1.33HGO y CACIA-3.39HGO. Res-
pecto al indice de solubilizacién de fosfatos (ISF) en el medio NBRIP, cinco de las
cepas mostraron actividad de solubilizacion, siendo la cepa CHS20 la que mostro
un halo traslucido alrededor de la colonia y con el indice mas elevado (1.88 £ 0.16).
Respecto a la produccion de sideréforos, se observo en 9 de las 10 cepas evaluadas
la presencia de un halo claro alrededor del disco de agar colocado en el medio CAS,
con valores del ISid que fluctuaron entre 1.43 a 2.04 (Tabla 1 y Figura 1).

De las cepas evaluadas, CHS-20 y CACIA-1.7HGO parecen ser las mejores
especies que 2 vitro presentan actividad de PGPR, tomando en cuenta que ambas
fijan el nitrégeno atmosférico, ambas solubilizan PO, aunque CHS-20 es la que
mejor lo solubiliza y CACIA-1.7HGO es la que muestra una mejor produccion de
sider6foros (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad promotora del crecimiento de las plantas (PGPR) in vitro de Streptomyces spp.

Streptomyces  Antagonismo vs  Fijacion N, at- Solubilizacién Sideréforos
sp Cepa Foxy mosférico de PO, (ISF) (1Sid)
CACIA-1.7HGO - +++ 1.21+£0.14 2.04 £0.20
CACIA-1.33HGO - +++ 1.26 £ 0.02 1.63+0.16
CACIA-3.39HGO + +++ 1.16 £ 0.02 ND
ACTINO Y36 - ++ ND 1.47 £ 0.07
CHS-20 + ++ 1.88 £+ 0.16 1.84 + 0.07
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G153 +++ + 1.38 £0.12 1.76 £ 0.05
G155 - ++ ND 2.02+0.27
G158 - ++ ND 1.43+0

G1510 - + ND 1.57£0.20
G1512 ++ + ND 1.84 £ 0.30

Antagonismo: Foxy, F. oxysporum f. sp. gladioli; (-), sin antagonismo; (+), antagonismo bajo; (++), antagonis-
mo moderado; (+++), antagonismo alto. Fijacion de N2: (+), poco crecimiento de la colonia; (++), crecimiento
moderado de la colonia; (+++), crecimiento robusto de la colonia. ND, actividad no detectada.

Fijacion de N2 Solubilizacion PO4 Sideréforos

Figura 1. Actividad PGPR de diferentes especies de Streptomyces spp. A) Cepas
de Streptomyces con las mejores actividades de fijacion de N, (CACIS-3.39HGO),
solubilizacion de fosfatos (CHS-20) y produccion de sideroforos (G1512). B)
Actividad PGPR in vitro de Streptomyces sp G153
Se conoce que un buen nimero de especies de Streptomyces participan en promover
el crecimiento vegetal, en el control biologico de plagas y microorganismos fitopato-
genos a través de la produccién de fitohormas, sideréforos, enzimas extracelulares,
compuestos volatiles, compuestos antimicrobianos, entre otros. Ademas, participan
en incrementar la biodisponibilidad de los nutrientes del suelo y disminuir los efec-
tos abidticos negativos (salinidad, sequia, contaminantes) que afectan a las plantas
(Nazari et al., 2023). Tal es el caso de la especie Streptomyces cirratus (ST3E), la cual
indujo un aumento del tamafio del vastago y peso seco de plantas de ajo, mientras
que con otras cepas como Streptomyces sp (ST2A) se observé un aumento del tamafio
de la raiz, y con las cepas Streptomyces sp (ST8A) y Streptomyces sp (ST8B) se logrd un
aumento en el diametro del bulbo del ajo (Condori-Pacsi, Fernandez-Guzman, &

Valderrama-Valencia, 2019).
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Actividad antagonista in vitro de Streptomyces sp G153 contra diversos
hongos fitopatégenos

Con las cuatro cepas que mostraron actividad antagonista cualitativa contra F.
oxcysporum t. sp. gladioli se realizé un experimento de antagonismo contra diversos
hongos fitopatoégenos y los resultados se muestran en la Tabla 2. Se observa que la
cepa G153 fue la que inhibi6 el crecimiento de las siete especies de hongos fitopa-
tégenos, en comparacion con las otras tres cepas de estreptomicetos, con PI mayo-
res al 80%, le sigui6 la cepa G1512 inhibiendo el crecimiento de cinco especies, S.
hdicns WYEC108 (cuatro especies) y posteriormente CACIA-3.39HGO y CHS20,
mostrando antagonismo contra dos y una especie de hongo, respectivamente. De
manera general, tomando en cuenta los PI observados con todos los hongos, se
observaron diferencias estadisticas entre las cepas de Streptomyces (P <0.05, letras
en mayusculas). La cepa G153 mostr6 una amplia actividad inhibitoria contra los
hongos fitopatégenos evaluados que se diferencia del resto por contar con valores
de PI mayores a los de la cepa comercial §. Adicus WYEC108 (Tabla 2 y Figura 2).
Inclusive la cepa G1512 super6 a la especie comercial usada como control.
Respecto a los hongos fitopatdgenos mas susceptibles a la inhibicién por las
cepas de Streptomyces, se observo que Aspergillus sp resulto el mas susceptible (4/5
cepas), seguido de F. axysporum £. sp. gladioli, B. cinerea'y C. siamense (3/5 cepas).

Tabla 2. Porcentaje de inhibicion (PI) de las cepas de Streptomyces seleccionadas contra diversos
hongos fitopatégenos

Hongo Streptomyces sp  Streptomyces sp  Streptomyces sp  Streptomyces sp S. lydicus

CACIA-3.39HGO¢° CHS-20° G153* G15128 WYEC1088

I 402+22° 3.13+20° 80.11+0.62 68.40+1.3° 1.87+0.6°

Il 1.23+0.7°¢ 281+02¢° 86.09+2.1° 68.62+25° 589%1.7¢

Il 1.58+0.6° 298+0.8¢° 84.65+0.3°2 70.46 + 1.8 2> 65.64+0.5°
v 53.98+26° 3.37+1.6¢ 95.35+0.8° 235+14¢ 7454 £ 2.9P°
\Y, 16.05+29¢ 39.45+1.8° 87.09+4.8¢2 83.39+1.9° 4595+21°
\ 53.98+1.2°¢ 3.37£0.3¢ 95.35+0.62 235+22¢ 7454 +15°

Vil 297+16° 482+25¢° 89.74+1.4-° 71.37£5.2° 3.95+0.7°¢

I-Fusarium oxysporum; |- F. oxysporum f. sp. lycopersici; llI-F. oxysporum f. sp. gladioli; I\V-Botrytis cinerea; V-As-
pergillus sp.; VI-Lasiodiplodia theobromae; VII-Colletotrichum siamense. *Las medias con letras diferentes difieren
significativamente (P = 0.05).
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S. lydicus e

.
G153

F oxysporum F oxysporum F oxysporum Botrytis cinerea Aspergillus sp L. theobromae C. siamense
f. sp. lycopersici f. sp. gladioli

Figura 2. Actividad antagonista in vitro de Streptomyces sp B153 contra diversos hongos fitopatégenos. A)
Antagonismo por medio de confrontaciéon dual en placas Petri de la cepa B153 en comparacion con S. lydicus
WYEC108. B) Control de crecimiento de los hongos evaluados

Algunas cepas de Streptomyces sp. (CACIS-1.5CA y CACIS-2.15CA) han mostra-
do actividad antagonista contra hongos fitopatégenos de las especies C. wusae, C.
siamense, B. cinerea, L. theobromae, Aspergillus sp., Alternaria sp. que causan pudricio-
nes en frutos, asi como en contra de especies de hongos de los géneros Fusariun,
Rhizoctonia y Phytophthora, que causan dafo en otros tejidos vegetales como en raiz
(Evangelista-Martinez e al., 2020; Rios-Mufiiz & Evangelista-Martinez, 2022).

Las bacterias del género Streptomyces se caracterizan por estar distribuidas en to-
dos los ambientes, tanto terrestres como acuaticos. Este grupo de bacterias Gram
positivas se caracterizan por desarrollar un micelio filamentoso, formar esporas y
producir una gran variedad de metabolitos secundarios con actividades diversas,
destacando las actividades antibacterianas, antifungicas, antitumorales, citotéxicas,
entre otras (Law ez al., 2017; Qi ez al., 2019). En los suelos desempenian un papel muy
importante en la degradacion de la materia organica a través del amplio repertorio
de enzimas extracelulares que excreta, entre las que se pueden nombrar a proteasas,
celulasas, xilanasas, quitinasas, lipasas, entre otras mas (Kumar e a/., 2020).

Conclusiones

El uso de las bacterias del género Streptomyces en la agricultura es una alternativa
prometedora para poder reducir la demanda de los agroquimicos tomando en con-
sideracion el potencial que tienen estas bacterias para ser empleadas en actividades
de promocién de crecimiento vegetal y en el control de organismos fitopatégenos.

La cepa Streptomyces sp G153 mostrd los mejores PI contra todos los hongos
fitopatdgenos, ademas de mostrar actividades 7z vitro relacionadas a la promocion
de crecimiento vegetal, un poco limitadas. Por lo que resulta importante avanzar en
el desarrollo de una formulacién de un bioinsumo agricola que pueda ser evaluada
en invernadero y campo.
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