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. RESUMEN GENERAL

Las bacterias fitopatdgenas pueden causar enfermedades en una amplia gama de plantas,
ocasionando sintomas como: manchas, cancros, pudriciones y desequilibrios hormonales,
que perjudican a las plantas en un nivel cualitativo y cuantitativo. Esto afectanegativamente
los suministros mundiales de alimentos, generando dafos devastadores y pérdidas
econdmicas significativas. Donde agentes de biocontrol microbiano como los actinomicetos
tienen la capacidad de realizar antibiosis, parasitismo o competencia contra el patégeno por
nutrientes y espacio; también pueden inducir en la planta resistencia a enfermedades,
actuando en diferentes etapas del proceso de infeccion. Por esta razén, en este trabajo se
evaluo la capacidad de cepas de actinomicetos y sus extractos bioactivos en la inhibicion
del crecimiento de cuatro bacterias fitopatdgenas (Xanthomonas vesicatoria, Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola, Erwinia amylovora y Dickeya dadantii). EI medio de cultivo
utilizado para las bacterias fitopatégenas fue NYGA, KB y LB respetivamente. Las cepas de
actinomicetos se evaluaron a través de un ensayo in vitro de confrontaciéon en doble placa
de Petri con el medio de cultivo PDA. Los extractos bioactivos se evaluaron mediante gotas
de 5 uL provenientes de tres fermentaciones distintas (liquida, semisdlida y sdlida). Se
realizé una bioautografia directa combinada con la cromatografia en capa fina, para la
separacion de compuestos con actividad bactericida. Posteriormente en una fase de
invernadero utilizando plantas de chile y frijol, se evaluo la capacidad de control biolégico de
algunos extractos bioactivos provenientes de actinomicetos, en la inhibicion del crecimiento
de la cepa BV801 de Xanthomonas vesicatoria y de la cepa 1448A de Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola. Se asperjaron 2 mL por planta del extracto bioactivo, 18 h después
de la inoculacion con la bacteria. Se encontrd en los resultados del analisis de varianza
diferencias significativas para el porcentaje de inhibicion (P=0.00). De las 45 cepas de
actinomicetos evaluadas, 41 mostraron actividad bactericida al menos contra una bacteria
fitopatdgena. En todas las bacterias fitopatdgenas evaluadas, el actinomiceto ED65 presentd
el mayor porcentaje de inhibicion en el crecimiento de la bacteria. Se encontré diferencia
significativa en el didmetro de inhibicién generada por los extractos producidos bajo
fermentacion sdlida en las cepas seleccionadas (P=0.00). El extracto de la cepa ED65
presentd un diametro de inhibicion mayor o igual al generado por el antibiético “sulfato de
gentamicina” en Xanthomonas vesicatoria, Erwinia amylovora y Dickeya dadantii. La TLC
con bioautografia permitié identificar mas de un compuesto activo, obteniendo mayor

movilidad de los compuestos activos con sistemas de disolventes de polaridad media alta,



lograron separar y movilizar al menos un compuesto activo. Del experimento en plantas de
chile en invernadero, se obtuvo diferencia significativa en las variables fitopatolégicas
(P=0.00), donde se presenté menor cantidad en de hojas con manchas cloréticas en las
plantas asperjadas con extractos bioactivos de las cepas ED64 y ED65, en comparacion con
el producto quimico Kasumin®. Las plantas asperjadas con los extractos provenientes de la
cepa de actinomiceto ED65, no presentaron hojas con manchas necréticas ni defoliacién. El
analisis de varianza del experimento de frijol mostro diferencias significativas en las tres
variables (P=0.00). Se obtuvo una disminucién en el numero de hojas con manchas
necroticas y el numero de manchas por hoja, en las plantas asperjadas con los extractos
bioactivos de las cepas ED65, ED66 y ED67, en comparacion al tratamiento donde solo se
asperjé el inoculo de la cepa 1448A de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola. Los
extractos de actinomicetos con actividad bactericida son una alternativa viable de control

biolégico en cultivos horticolas.
Palabras clave: Xanthomonas, Pseudomonas, Extractos, Bioactivo, Toxicidad.



Il. ABSTRACT

Phytopathogenic bacteria can cause diseases in a wide range of plants, causing symptoms
such as, spots, cankers, rot and hormonal imbalances, which harm plants at a qualitative and
quantitative level. This negatively affects world food supplies, generating devastating
damage and significant economic losses. Where microbial biocontrol agents such as
actinomycetes have the ability to perform antibiosis, parasitism or competition against the
pathogen for nutrients and space, they can also induce disease resistance in the plant, acting
at different stages of the infection process. For this reason, in this work we evaluated the
ability of actinomycete strains and their bioactive extracts to inhibit the growth of four
phytopathogenic bacteria (Xanthomonas vesicatoria, Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola, Erwinia amylovora and Dickeya dadantii). The culture medium used for the
phytopathogenic bacteria was NYGA, KB and LB respectively. Actinomycete strains were
evaluated through an in vitro test of double Petri dish confrontation with PDA culture medium.
The bioactive extracts were evaluated by drops of 5 pL from three different fermentations
(liquid, semi-solid and solid). A direct bioautography combined with thin layer
chromatography was performed for the separation of compounds with bactericidal activity.
Subsequently in a greenhouse phase using chili and bean plants, the biological control
capacity of some bioactive extracts from actinomycetes was evaluated, in the inhibition of the
growth of strain BV801 of Xanthomonas vesicatoria and strain 1448A of Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola. 2 mL per plant of the bioactive extract was sprayed, 18 h after
inoculation with the bacteria. Significant differences were found in the results of the variance
analysis for the percentage of inhibition (P = 0.00). Of the 45 strains of actinomycetes
evaluated, 41 showed bactericidal activity against at least one phytopathogenic bacteria. In
all phytopathogenic bacteria evaluated, actinomycete ED65 had the highest percentage of
inhibition in bacterial growth. A significant difference was found in the diameter of inhibition
generated by the extracts produced under solid fermentation in the selected strains (P =
0.00). The extract of strain ED65 had a diameter of inhibition greater than or equal to that
generated by the antibiotic "gentamicin sulfate” in Xanthomonas vesicatoria, Erwinia
amylovora and Dickeya dadantii. The TLC with bioautography allowed to identify more than
one active compound, obtaining greater mobility of the active compounds with solvent
systems of high medium polarity, managed to separate and mobilize at least one active
compound. From the experiment in greenhouse chili plants, a significant difference was

obtained in the phytopathological variables (P = 0.00), where there was a lower amount of
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leaves with chlorotic spots in the plants sprinkled with bioactive extracts of the ED64 and
EDG65 strains, in comparison with the Kasumin® chemical. The plants sprinkled with the
extracts from the actinomycete strain ED65 did not show leaves with necrotic spots or
defoliation. The variance analysis of the bean experiment showed significant differences in
the three variables (P = 0.00). There was a decrease in the number of leaves with necrotic
spots and the number of spots per leaf, in plants sprinkled with the bioactive extracts of
strains ED65, ED66 and ED67, compared to the treatment where only the inoculum of the
strain was sprayed 1448A of Pseudomonas syringae pv. phaseolicola. Actinomycete extracts

with bactericidal activity are a viable alternative of biological control in horticultural crops.



ll. INTRODUCCION GENERAL

Las plantas estan ampliamente colonizadas por una gran diversidad de microorganismos,
que favorecen una alta variedad de interacciones planta-microbio. Algunas de estas
interacciones son beneficiosas, mientras que otras son perjudiciales para la planta, ya que
el suelo es un ambiente heterogéneo que esta densamente poblado con microrganismos

como bacterias y hongos.

Las bacterias fitopatégenas pueden causar enfermedades en una amplia gama de plantas
en todo el mundo (Strange y Scott, 2005), ocasionando sintomas como manchas, chancros,
pudriciones, desequilibrios hormonales que conducen al crecimiento excesivo de plantas o
retraso en el crecimiento, ramificacion de raices y epinastia de hojas, entre otros (Kannan et
al., 2015). Estos problemas afectan a las plantas en un nivel cualitativo y cuantitativo,
perjudicando negativamente los suministros mundiales de alimentos (Kannan et al., 2015),
generando dafios devastadores y pérdidas econdmicas significativas de mas de $ 1 mil
millones de dodlares en todo el mundo, cada ano a la cadena de producciéon de alimentos
(Mansfield et al., 2012).

Los agentes de biocontrol microbiano tienen la capacidad de realizar antibiosis, parasitismo
0 competencia contra el patdégeno por nutrientes y espacio. También pueden inducir
resistencia a enfermedades en la planta huésped que colonizan, actuando en diferentes
etapas del proceso de infeccion (Vurukonda et al., 2018). En general, las actinobacterias o
actinomicetos son bacterias grampositivas con un contenido extremadamente alto de
guanina y citosina (G + C) del genoma, existen como bacterias filamentosas como resultado
de la formacion de hifas ramificadas (Barka et al., 2016). Conocidos su produccién de un
amplio espectro de antibidticos, especialmente especies del genero Streptomyces (Procépio
et al.,, 2012). Los actinomicetos pueden producir enzimas que degradan las paredes

celulares, especialmente por la produccién de quitinasas (Gutpa et al., 1995).

La mayoria de los actinomicetos se describen como productores de metabolitos que
interfieren positivamente con la vida vegetal, al mejorar la adquisicion de nutrientes o al
estimular los mecanismos de defensa de la planta contra los patégenos (Brader et al., 2014).
Siendo los actinomicetos famosos por su complejo ciclo de vida de desarrollo (Elliot et al.,
2008), y su capacidad para producir una gama extraordinaria de metabolitos especializados
que tienen propiedades antibidticas, antifungicas, antiparasitarias y anticancerigenas
(Hopwood, 2007).



La naturaleza filamentosa y esporulante de Streptomyces les permite sobrevivir durante
condiciones ambientales desfavorables. Por lo tanto, parecen competir de manera mas
eficiente contra muchos otros microorganismos presentes en la rizosfera (Seipke et al.,
2012). El género Streptomyces ha sido ampliamente estudiado y utilizado para el biocontrol
de patdégenos transmitidos por el suelo debido a su intensa actividad antagonista a través de

la produccion de varios metabolitos (Xiao, 2002).

Por este motivo se desarrollé un estudio acerca del control biolégico de la mancha bacteriana
causada por Xanthomonas vesicatoria en plantas de chile (Capsicum annuum L.) y
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, el agente causante del tizén de halo en frijol
(Phaseolus vulgaris L.), mediante la aplicacién de extractos de microorganismos de control
biolégico como actinomicetos. Previamente se realizaron ensayos de antagonismo in vitro
con actinomicetos contra el fitopatdégeno (confrontacion dual), posteriormente se analizé la
produccién del extracto de actinomicetos y su actividad in vitro. Posteriormente se evaluo el
control biolégico de los extractos contra la mancha bacteriana y el tizon del halo en plantas
de chile cultivar “Becan” y plantas de frijol variedad “Azufrado”, en condiciones de
invernadero. Los resultados mostraron que los extractos de actinomicetos son capaces de
inhibir in vitro el crecimiento de las bacterias fitopatogenas, ademas son capaces de reducir

el nivel de severidad in planta.

IV. JUSTIFICACION

Los metabolitos secundarios antimicrobianos productores de estreptomicetos presentan una
alternativa atractiva a los fertilizantes quimicos, pesticidas y suplementos, lo que puede
resultar en un aumento significativo en el crecimiento de las plantas de interés agricolas y el
control de sus plagas y enfermedades (Sousa et al., 2008). Los actinomicetos son fuentes
prometedoras en compuestos activos y herramientas de biocontrol en varios sectores
agricolas (Behal, 2000). De hecho, en los ultimos 30 afios, alrededor del 60% de los nuevos
insecticidas y herbicidas reportados se originaron a partir de Streptomyces (Tanaka y
Omura, 1993).

Tres cuartos de las especies de Streptomyces registradas son capaces de producir alguna
clase de antibiotico (Alexander, 1977). Como ejemplo, la kasugamicina registrada en varios
paises como agroquimico bactericida y fungicida, fue descubierta en Streptomyces

kasugaensis (Umezawa et al., 1965). Mas recientemente, Siddique et al. (2013) informaron



que la avermectina B1b, un componente de la abamectina disponible comercialmente, se
obtuvo como producto de fermentacion de Streptomyces avermitilis, se ha utilizado con

frecuencia como agente insecticida.

Debido a la aparicion de reportes de resistencia de ciertas bacterias a los bactericidas
comerciales, se busca encontrar extractos bioactivos con potencial agricola para el control
de esas bacterias fitopatdgenas, es por ello que en este trabajo se evaluaron los extractos
de cepas de actinomicetos obtenidos bajo fermentacion sdlida en la bioproteccion contra
Xanthomonas vesicatoria en plantas de chile y contra Pseudomonas syringae pv.

phaseolicola bajo condiciones de invernadero.

V. HIPOTESIS GENERAL

Los actinomicetos y sus extractos bioactivos presentaran algun grado de inhibicién en el

crecimiento de bacterias fitopatdégenas in vitro e in planta bajo condiciones de invernadero.

VI. OBJETIVOS

+ GENERAL

Determinar la actividad antagénica de actinomicetos y sus extractos bioactivos contra

bacterias fitopatdégenas in vitro e in planta en invernadero.

« ESPECIFICOS

Evaluar in vitro diferentes cepas de actinomicetos contra cuatro especies de bacterias
fitopatogenas (Xanthomonas vesicatoria, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola,
Erwinia amylovora y Dickeya dadantii).

Determinar in vitro la actividad de los extractos bioactivos de actinomicetos en la inhibicion
en crecimiento de cuatro especies de bacterias fitopatdégenas (Xanthomonas vesicatoria,
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, Erwinia amylovora y Dickeya dadantii).

Evaluar el control biolégico de Xanthomonas vesicatoria mediante extractos bioactivos de
actinomicetos en plantas de chile caribe en condiciones de invernadero.

Evaluar el control biolégico de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola mediante

extractos bioactivos de actinomicetos en frijol en condiciones de invernadero.



VII. RESULTADOS

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ACTINOMICETOS CONTRA BACTERIAS
FITOPATOGENAS in vitro

1.1. RESUMEN

Las bacterias fitopatdégenas, originan grandes pérdidas econémicas en la agricultura, al
disminuir la cantidad y la calidad de los productos cosechados. En este trabajo se evalué en
condiciones in vitro la capacidad de 45 actinomicetos aislados del suelo para inhibir el
crecimiento de cuatro cepas de bacterias fitopatdgenas (Xanthomonas vesicatoria,
Pseudomonas syringae pv. phaesolicola, Erwinia amylovora y Dickeya dadantii), a través de
un ensayo de confrontacion en doble placa. Los actinomicetos se sembraron en medio PDA-
Y a pH 7, durante siete dias a 28° C, posteriormente se cortaron tapones de micelio (7 mm
de diametro) y se colocaron en placas de agar (PDA), incubandose a 28°C durante 5 dias.
Después en la caja Petri donde crecié el actinomiceto se vertiéo 4 mL de medio suave a 48°C
con 400 uL de bacteria ajustada a 1x10” UFC mL™. El porcentaje de inhibicion del
crecimiento para cada una de las bacterias se determin6 después de 48 h del crecimiento
bacteriano. Se realizé un analisis de varianza y pruebas de comparacion de medias de Tukey
(P<0.05). El analisis de varianza mostré diferencias significativas en la inhibicién de
crecimiento de las bacterias fitopatogenas: Xanthomonas vesicatoria, Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola, Erwinia amylovora y Dickeya daddantii (P=0.00). De las 45 cepas
de actinomicetos evaluadas, 41 mostraron actividad antibacteriana al menos contra una
bacteria fitopatégena, donde las cepas de actinomicetos ED65, ED66, ED67 mostraron
porcentajes de inhibicién mayores al 80% (P=0.00). En todas las bacterias fitopatdégenas la
cepa de actinomiceto ED65 presentd el mayor porcentaje de inhibicion en crecimiento, por
lo tanto, se podria evaluar y producir extractos bioactivos con la capacidad de control

biolégico.
1.2. ABSTRACT

Phytopathogenic bacteria, cause great economic losses in agriculture, by decreasing the
quantity and quality of harvested products. In this work, the ability of 45 isolated
actinomycetes from the soil to inhibit the growth of four strains of phytopathogenic bacteria

(Xanthomonas vesicatoria, Pseudomonas syringae pv. Phaesolicola, Erwinia amylovora and



Dickeya dadantii) was evaluated in vitro conditions, through double plate confrontation. The
actinomycetes were seeded in PDA-Y medium at pH 7, for seven days at 28°C, subsequently
mycelium plugs (7 mm in diameter) were cut and placed in agar plates (PDA), incubated at
28°C for 5 days . Then in the Petri dish where the actinomycete grew, 4 mL of soft medium
was poured at 48°C with 400 pL of bacteria adjusted to 1x107 CFU mL™". The percentage of
growth inhibition for each of the bacteria was determined after 48 h of bacterial growth. An
analysis of variance and comparison tests of Tukey means (P <0.05) were performed. The
analysis of variance showed significant differences in the inhibition of growth of
phytopathogenic bacteria: Xanthomonas vesicatoria, Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola, Erwinia amylovora and Dickeya daddantii (P = 0.00). Of the 45 strains of
actinomycetes evaluated, 41 showed antibacterial activity at least against a phytopathogenic
bacterium, where the actinomycete strains EDG65, ED66, ED67 showed inhibition
percentages greater than 80% (P = 0.00). In all the phytopathogenic bacteria, the
actinomycete strain ED65 had the highest percentage of growth inhibition; therefore,

bioactive extracts with the biological control capacity could be evaluated and produced.

1.3. INTRODUCCION

El criterio mas importante en la seleccién de los alimentos se basa en criterios de calidad,
que determinan el precio, la oportunidad y venta de los productos. El productor ve mermada
la calidad y comercializacién de sus cosechas, debido al ataque de patégenos como
bacterias fitopatdgenas (Serrano et al., 2003), agravado por el desconocimiento de
resistencia a ciertos ingredientes activos, aunado la toxicidad, y los largos periodos de

degradacién y contaminacion ambiental (Gregory et al., 2004).

El uso de agentes de biocontrol contra los principales patégenos de las plantas se esta
convirtiendo en una alternativa valiosa para el control quimico de las enfermedades de las
plantas y representa un recurso importante para el futuro de la agricultura (Bardin et al.,
2015). Ningun microorganismo puede sobrevivir independientemente, ya que todos los
microorganismos interactuan y se generan interacciones beneficiosas, neutrales y dafinas

(Moénne-Loccoz et al., 2014).

Los actinomicetos han sido estudiados por sus efectos antibacterianos y antifiungicos (Wei
et al., 2017), asi como por sus capacidades de promocién del crecimiento de las plantas
(Viaene et al., 2016), secrecion de metabolitos secundarios entre ellos diversos antibidticos

y enzimas degradativas de la pared celular (Franco-Correa, 2008). Por lo tanto, son



candidatos interesantes para el control de patégenos de plantas (Doumbou et al., 2001), por

su variedad de metabolitos con actividades biologicas (Barka et al., 2016).

A través de un ensayo de cultivo dual Kunova et al., 2016 comparé la actividad de inhibiciéon
de cepas de actinomicetos contra multiples patégenos, encontrando cepas con una fuerte
actividad in vitro contra los seis patégenos. Mientras que Nguyen et al., 2015 establecieron
evidencias de antagonismo mediante la produccién de metabolitos antifungicos a partir de
Streptomyces griseus H7602, que fueron activos en la inhibicion micelial de Phytophthora
capsici en los ensayos in vitro. Kaur et al., 2016 encontré que la cepa DH16 de S.
hydrogenans y sus metabolitos, exhibieron diversas actividades biolégicas, demostrando ser
potentes agentes nematicidas. Siendo un biopesticida multifuncional, seguro (no fitotoxico,
no mutagénico y no citotdxico) contra una amplia gama de patdgenos y plagas de plantas
(hongos, nematodos e insectos). Ademas, de poder usarse como un biofertilizante eficiente

para promover el crecimiento de las plantas.

Por tanto, en este capitulo se planteé como objetivo evaluar la actividad antibacteriana de

actinomicetos bajo condiciones in vitro.

1.4. HIPOTESIS

Las cepas de actinomicetos seleccionadas tienen la capacidad de inhibir el crecimiento in

vitro de al menos una especie de bacteria fitopatdgena.

1.5. OBJETIVOS

Determinar el porcentaje de inhibicién de diferentes especies de bacterias fitopatdgenas

por parte de cada uno de los actinomicetos evaluados en confrontacion dual in vitro.

Seleccionar las cepas de actinomicetos con mayor actividad antibacteriana con base a la

inhibicion del crecimiento bacteriano in vitro.

1.6. MATERIALES Y METODOS

Estos experimentos se realizaron en las instalaciones del Laboratorio de Fitopatologia de
Biotecnologia Vegetal del CIATEJ.
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1.6.1. Actinomicetos

Las cepas de actinomicetos empleadas pertenecen a la coleccién de actinobacterias del
Laboratorio de Fitopatologia del CIATEJ. Estas cepas fueron aisladas por Jesus Trinidad,
de suelos del estado de Michoacan (EZ, EZMW, ED y ABV) y Zacatecas (BZ y BZMW); y
fueron obtenidas por la técnica de diluciones y tratamientos de calor (70°C durante 1 hy 3
minutos en microondas). Se utilizaron 45 cepas de actinobacterias que presentaron
previamente inhibicion contra la cepa BV801 de Xanthomonas vesicatoria, de acuerdo al
experimento previo de seleccion realizado por Jesus Trinidad (2018) como parte de su

trabajo de doctorado.

1.6.2. Bacterias fitopatégenas

Se evaluaron las siguientes bacterias fitopatogenas:

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (cepa 1448A)
Erwinia amylovora (cepa RITA)

Dickeya dadantii (cepa 3937)

Xanthomonas vesicatoria (cepa BV801)

Las cepas evaluadas fueron proporcionadas por el laboratorio Fitopatologia del CIATEJ.

1.6.3. Medio de cultivo

Los medios de cultivo utilizados para la reactivacion de los actinomicetos fueron PDA-Y (39
g L' de agar papa dextrosa y 2 g L™ de extracto de levadura) a pH 7; ISP2 (Pridham et al.,
1956-1957) a pH 7.3; e ISP3 (Klster, 1959a). El medio de cultivo utilizado para establecer
los ensayos de confrontacion fue PDA (39 g L™ de agar papa dextrosa y 2 g L' de extracto

de levadura) a pH 7.

1.6.4. Preparacion del inéculo

Los actinomicetos se reactivaron dependiendo del medio de aislamiento en PDA-Y, ISP2 o
ISP3, durante siete dias a 28°C bajo oscuridad en incubadora, posteriormente se transfirié
un disco de micelio de 7 mm de diametro de cada cepa en estudio, a una caja Petri de 90
mm de diametro que contenia 25 mL medio PDA a pH 7 y se incubé a 28°C durante cinco

dias.
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1.6.5. Confrontacion dual

Se vertié 4 mL de medio suave LB, NYG o KB segun la cepa bacteriana a 48°C con 400 L
de cultivo bacteriano ajustado a 1x10” UFC mL"" en cajas Petri con medio PDA a pH 7 y un
disco de micelio de 7 mm previamente incubado durante cinco dias. Después de 48 horas
se procedié a medir el diametro de inhibicién del crecimiento bacteriano, con el cual se

calculd el porcentaje de inhibicion, mediante la formula:

. S . Area de inhibicién de cada tratamiento
Porcentaje de inibicion bacteriana = X 100

Area de crecimiento del control

El area de control se control se determind mediante el radio de crecimiento de la bacteria
por 1 al cuadro, mientras que el area de inhibicién se calculé mediante el radio de inhibicion
generado por cada tratamiento por 1T al cuadro.

1.6.6. Diseiio experimental

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar en donde se evaluaron las 45
cepas de actinomicetos y un control donde Unicamente se colocé al patdégeno. Se evaluaron

46 con cuatro repeticiones.

1.6.7. Analisis estadistico

A los datos se les realizé un analisis de varianza y la prueba de comparacién de medias de
Tukey con un 95% de confianza, estos se realizaron en el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XV.11.

1.7. RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de varianza mostré diferencias significativas en la inhibicién de crecimiento de las
bacterias fitopatogenas: Xanthomonas vesicatoria, Pseudomonas syringae pv. Phaesolicola,
Erwinia amylovora y Dickeya daddantii (p=0.00). Las cepas de actinomicetos mostraron un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las bacterias fitopatdégenas, mostrando diferencias
dependiendo de la bacteria y la cepa utilizada, debido a que los actinomicetos usan
diferentes mecanismos antagonistas y producen diferentes moléculas bioactivas
involucradas en el antagonismo contra diferentes patégenos (Kunova et al., 2016). Del total
de actinomicetos 29 cepas (64%) inhibi6 el crecimiento de la cepa 3937 de Dickeya dadantii
(Figura 1). Mientras que solo 26 de las cepas (58%) inhibieron el crecimiento de la cepa Rita

de Erwinia amylovora, de las cuales ED63, ED65 y ED67 generaron un porcentaje de
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inhibicion mayor al 45% (Figura 2). Se presentd una mayor inhibicion con las cepas de
actinomicetos pertenecientes a la coleccion ED (Figura 1-4), en ambas bacterias
fitopatdgenas. Solo 39 cepas de actinomicetos (87%) generd inhibicion de la cepa BV801 de
Xanthomonas vesicatoria, se encontré que existen cepas muy especificas para una bacteria,
tal es el caso de EZ71 que inhibe en mas del 70% a Xanthomonas vesicatoria (Figura 3),
mientras que a Dickeya dadantii y Pseudomonas syringae pv. Phaesolicola la inhibié en
menos del 8% y a Erwinia amylovora en menos del 25%. Se obtuvo una inhibicion mayor al
80% en Pseudomonas syringae pv. Phaesolicola con las cepas ED65, ED66 y ED67 (Figura
4). La cepa de actinomiceto ED65 generd una inhibicion mayor al 71% en todas las bacterias
fitopatogenas en estudio. La formaciéon de una zona de inhibiciéon (Figura 5) generalmente
es causada por los metabolitos secundarios producidos por actinomicetos (Guerra et al.,

2014), debido a efectos bacteriostaticos, bactericidas, o combinacién de ambos.
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segun (Tukey, P<0.05). La linea sobre las barras (I) es el error estandar.
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Figura 2. Inhibicion del crecimiento de la cepa RITA de Erwinia amylovora. Letras distintas sobre las barras indican diferencia significativa

segun (Tukey, P<0.05). La linea sobre las barras (T) es el error estandar.
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diferencia estadisticamente significativa segun (Tukey, P<0.05). La linea sobre las barras (I) es el error estandar.
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Figura 5. Inhibicion del crecimiento bacteriano generada por distintas cepas de actinomicetos en
las 4 especies bacterianas: BV801 de X. vesicatoria, 1448A de P. syringae, 3937 de D. dadantii
y RITA de E. amylovora.
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La seleccion de agentes de control biolégico generalmente comienza con un examen in
vitro de una coleccién de cepas contra patdégenos seleccionados mediante un ensayo de
confrontacion dual, en el que el candidato, en este caso la cepa de actinomiceto se cultiva
junto con el patégeno en medio de agar y su actividad antagonista se cuantifica en términos
de inhibicion del crecimiento del patéogeno (Pliego et al.,, 2011). La supresion del
crecimiento del agente patdgeno ocurre cuando los microbios antagonistas compiten con
los patégenos por los nutrientes y el espacio (Siddikee et al., 2010). Para suprimir los
patégenos, los microbios antagonistas exhiben varios mecanismos que incluyen la
produccién de antibiéticos, enzimas que degradan la pared celular y parasitismo (directo)
e induccion de resistencia del huésped (indirecto). Los microbios antagonistas que exhiben
multiples mecanismos tienen mas éxito en la supresion del agente causal de la enfermedad
en las plantas. Tales microbios son los candidatos preferidos para el desarrollo de agentes
de biocontrol (Palaniyandi et al., 2013). Segun los resultados de un ensayo de cultivo dual
de Kunova et al. (2016), enfatizaron sobre la actividad especifica antagonista patdogeno de
las cepas individuales de Streptomyces, ya que producen diferentes moléculas bioactivas
involucradas en el antagonismo contra diferentes patégenos. Los actinomicetos producen
una amplia gama de metabolitos secundarios bioactivos que se sabe que tienen
actividades antinflamatorias, antipaludicas, antifingicas, antibacterianas, antialgas y
anticancerigenas. El género Streptomyces produce compuestos como ivermectina,
tetraciclina, estreptomicina, nistatina, etc. (Ser et al., 2016). Lyu et al. (2017), identificaron
dos compuestos de Streptomyces, como reveromicinas A y B, que demostraron una alta
actividad antifungica contra Botrytis cinerea, Mucor hiemalis, Rhizopus stolonifer y
Sclerotinia sclerotiorum. Streptomyces spectabilis puede producir muchos tipos de
antibidticos con alta actividad antibacteriana, incluida la espectinomicina (Kim et al., 2008),
estreptovaricina (Kakinuma et al., 1976) y desertomicina (lvanova, 1997). Cheng et al.
(2016), indican que Streptomyces sp. MJM4426 puede proteger las hojas de arroz de la
infeccion de Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC 10331 (Xoo) al producir

estaurosporina.

1.8. CONCLUSION

El91% de las cepas de actinomicetos evaluadas mostraron un efecto antagdnico en distinta
proporciéon al menos con una especie de bacteria fitopatégena. El actinomiceto ED65
presento el mayor porcentaje de inhibicién estadisticamente significativo (P = 0.00) en las

cuatro bacterias fitopatégenas en estudio. Cada cepa de actinomiceto mostré respuesta
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distinta de una bacteria a otra. Las cepas ED48, ED63, ED64, ED65, ED66, ED67, EZ50,
EZ71 y EZMW12 presentaron un didmetro de inhibicion mayor al 50% cuando menos en

una bacteria, las cuales se recomiendan usar en estudios posteriores (P = 0.00).
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ACTIVIDAD DE EXTRACTOS BIOACTIVOS DE ACTINOMICETOS CONTRA
BACTERIAS FITOPATOGENAS in vitro

2.1. RESUMEN

El aumento de bacterias resistentes a los compuestos activos disponibles en el mercado se
ha generalizado cada vez mas en las ultimas décadas. La naturaleza es el principal
reservorio de moléculas biolégicamente activas, siendo la fuente auspiciosa mas consistente
de mayor diversidad quimica y estructural. Los principales productores de los metabolitos
secundarios son los microbios, siendo la fuente de nuevos metabolitos secundarios con una
gama de actividades biolégicas. En este capitulo se evalud la capacidad de diez extractos
bioactivos provenientes de actinomicetos para inhibir el crecimiento de cuatro bacterias
fitopatogenas (Xanthomonas vesicatoria, Pseudmonas syringae, Erwinia amylovora y
Dickeya dadantii), a través de un ensayo en doble placa agar. Para la obtencion de los
extractos, se realizaron tres fermentaciones: liquida, semisdlida y solida, adicionando 2 mL
de inoculo semilla e incubandose estaticamente a 28°C, en oscuridad, durante 12 dias. El
extracto se obtuvo afnadiendo tampdn fosfato a pH 8.0 a las fermentaciones y manteniendo
en agitacion durante una hora a 200 rpm a 4°C durante 16 h, posteriormente se centrifugo a
13000 rpm durante 30 min y por ultimo se filtré a través de una malla de 0.22 ym. Al evaluar
el diametro de inhibicion, el analisis mostré diferencias significativas (P=0.00), encontrando
inhibicién en crecimiento de las diferentes cepas de bacterias fitopatogenas en estudio:
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, Erwinia amylovora, Dickeya dadantii vy
Xanthomonas vesicatoria Unicamente bajo fermentacioén sélida. El extracto de la cepa ED65
presentd un diametro de inhibicién mayor o igual al generado por el antibiético “sulfato de
gentamicina” en tres bacterias fitopatégenas. El hecho de que algunos extractos bioactivos
obtuvieran inhibicion igual o mayor al efecto de antibidtico es fundamental en la busqueda

de nuevas alternativas de manejo.

2.2. ABSTRACT

The increase in bacteria resistant to the active compounds available in the market has
become increasingly widespread in recent decades. Nature is the main reservoir of
biologically active molecules, being the most consistent auspicious source of greater
chemical and structural diversity. The main producers of secondary metabolites are
microbes, being the source of new secondary metabolites with a range of biological activities.

In this chapter, the ability of ten bioactive extracts from actinomycetes to inhibit the growth of
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four phytopathogenic bacteria (Xanthomonas vesicatoria, Pseudmonas syringae, Erwinia
amylovora and Dickeya dadantii) was evaluated through a double agar plate assay. To obtain
the extracts, three fermentations were carried out: liquid, semi-solid and solid, adding 2 mL
of seed inoculum and incubating statically at 28°C, in the dark, for 12 days. The extract was
obtained by adding phosphate buffer at pH 8.0 to the fermentations and keeping under stirring
for one hour at 200 rpm at 4°C for 16 h, then centrifuged at 13000 rpm for 30 min and finally
filtered through a mesh 0.22 ym. When evaluating the diameter of inhibition, the analysis
showed significant differences (P = 0.00), finding growth inhibition of the different strains of
phytopathogenic bacteria under study: Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, Erwinia
amylovora, Dickeya dadantii and Xanthomonas vesicatoria only under solid fermentation.
The extract of strain ED65 had a diameter of inhibition greater than or equal to that generated
by the antibiotic "gentamicin sulfate" in three phytopathogenic bacteria. The fact that some
bioactive extracts obtained inhibition equal to or greater than the antibiotic effect is

fundamental in the search for new management alternatives.

2.3. INTRODUCCION

La naturaleza es el principal reservorio de moléculas biolégicamente activas (Girao et al.,
2019). Siendo la fuente auspiciosa mas consistente de mayor diversidad quimica y
estructural (Singh, 2012). Los principales productores de los metabolitos secundarios son
los microbios, siendo la fuente de nuevos metabolitos secundarios con una gama de

actividades biolégicas (Dharmaraj, 2010; Manivasagan et al., 2014; Hassan y Shaikh, 2017).

Los actinomicetos son un importante recurso microbiano y estan ampliamente distribuidos
en la naturaleza (Sharma et al., 2014). Entre los compuestos activos identificados a partir de
fuentes microbianas, aproximadamente dos tercios son producidos por actinomicetos,
incluida la validamicina (Yu et al.,, 2005), la kasugamicina (lkeno et al., 2002) y la
gingfengmicina (Wu et al., 1994), que se utilizan comunmente en la agricultura (Bérdy, 2005).
La exploracién y la utilizacion de productos con actividad antibacteriana de actinomicetos
son importantes para el biocontrol de las enfermedades de las plantas (Ni et al., 2019). El
aumento de bacterias resistentes a los compuestos activos disponibles en el mercado se ha
generalizado cada vez mas en las Ultimas décadas (Jones, 2008), por tanto, se requiere de

nuevos productos que cubran diferentes necesidades.

Por otro lado, los procesos metabdlicos de los microorganismos estan influenciados en gran

medida por el cambio de temperatura, pH, sustrato, contenido de humedad, suministro de
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aire, concentracion de inéculo, etc. Estas condiciones varian ampliamente de una especie a
otra para cada organismo. Por lo tanto, es muy importante conocer las condiciones
ambientales de los microorganismos para una produccion maxima (Machado et al., 2013).
La produccion de compuestos activos a partir de microbios se ha llevado a cabo utilizando
tecnologias de fermentacion en estado soélido y sumergido, donde una ofrece ventajas y

desventajas sobre la otra (Pandey et al., 2000).

En este capitulo se evaludé la produccién y actividad antimicrobiana de los extractos
bioactivos provenientes de las cepas EZMW12, EZ50, EZ71, ED48, ED63, ED64, EDG65,
ED66 y ED67, bajo tres fermentaciones distintas (liquida, semisdlida y solida), bajo

condiciones in vitro.

2.4. HIPOTESIS

Los extractos provenientes de cepas de actinomicetos con actividad bactericida fermentados
en distintas condiciones, tienen la capacidad de generar metabolitos que inhiben el

crecimiento de bacterias fitopatdégenas.

2.5. OBJETIVOS

Evaluar la actividad antimicrobiana y produccion de compuestos activos de las distintas

fermentaciones in vitro.

Determinar el diametro de inhibiciéon del crecimiento de bacterias fitopatégenas mediante
extractos bioactivos provenientes de actinomicetos in vitro.

Determinar la susceptibilidad de las diferentes bacterias fitopatégenas al extracto bioactivo

in vitro.

2.6. MATERIALES Y METODOS

Estos experimentos se realizaron en las instalaciones del Laboratorio de Fitopatologia de
Biotecnologia Vegetal del CIATEJ.

2.6.1. Actinomicetos

Los actinomicetos provenian de colecciones de actinobacterias del laboratorio de
Fitopatologia del CIATEJ que fueron aisladas de suelos del estado de Michoacan vy
Zacatecas. Se utilizaron las cepas de actinomicetos que presentaron inhibicién contra

bacterias fitopatdgenas, de acuerdo con el experimento del capitulo anterior. Las cepas
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seleccionadas fueron: EZMW12, EZ50, EZ71, ED48, ED63, ED64, ED65, ED66 y ED67,
ademas se utilizé una cepa (BZMW18) que no presentdé actividad contra las bacterias
evaluadas en el capitulo anterior, fungiendo como posible control negativo. Estas
colecciones pertenecen a el Laboratorio de Fitopatologia de Biotecnologia Vegetal del
CIATEJ.

2.6.2. Bacterias fitopatégenas

Se evaluaron las siguientes bacterias fitopatogenas:

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (cepa 1448A)
Erwinia amylovora (cepa RITA)

Dickeya dadantii (cepa 3937)

Xanthomonas vesicatoria (cepa BV801)

Las cepas evaluadas fueron proporcionadas por el laboratorio Fitopatologia del CIATEJ.

2.6.3. Medio de cultivo

Los medios de cultivo utilizados para la reactivacion de los actinomicetos fueron el medio
PDA-Y (39 g L' de agar papa dextrosa y 2 g L' de extracto de levadura) a pH 7; ISP2
(Pridham et al., 1956-1957) a pH 7.3; y ISP3 (Kuster, 1959a). El medio de cultivo utilizado
para obtener el inoculo semilla fue PDB (24 g L-! de caldo papa dextrosa y 2 g L' de extracto

de levadura) a pH 7.

2.6.4. Sustrato

Se utilizaron cubos (1,0 cm?®) de fibra (parte verde) de nylon (Scotch Brite®) como soporte
inerte. Se trataron previamente con agua en ebullicion durante 10 minutos y se lavaron tres
veces con agua destilada (Linko, 1991), posteriormente se secaron en horno a 30 °C. Como

soporte natural se utilizd sémola comercial de trigo.

2.6.5. Preparacion del inéculo semilla

Los actinomicetos seleccionados se cultivaron en medio PDA-Y, ISP2 o ISP3, durante siete
dias a 28°C en oscuridad en incubadora, posteriormente se transfirieron dos discos de
micelio de siete milimetros de diametro a matraces Erlenmeyer de 125 mL que contenian 25
mL de medio de cultivo (PDB-Y, ISP2 o ISP3), el cual estuvo en funcién de su medio de
aislamiento, se taparon con algodon. Los matraces se incubaron en un agitador orbital a 200

rom y 28° C durante cinco dias. Posteriormente se centrifugd a 13000 rpm durante 10
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minutos; los sedimentos resultantes se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se

resuspendieron en 30 mL de agua destilada estéril.

2.6.6. Fermentacion soélida

Se realiz6 de acuerdo a la metodologia de Ellaiah et al. (2004), en matraces Erlenmeyer de
250 mL, con 10 g de sémola humedecida con 12 mL de PDB a pH 7, para producir un nivel
de humedad del 70%. Los matraces se esterilizaron en autoclave (esterilizada a 120 °C a
una presion interna de 103 kPa durante 20 min) durante 30 minutos. Después de enfriar los
matraces a temperatura ambiente, se afadieron 2 mL de inéculo (equivalente a 1.2-5.6 mg
p / p de masa celular seca). Los matraces se incubaron a 28°C durante 12 dias. Al final de
la fermentacién, el extracto bioactivo se obtuvo afiadiendo 50 mL de tampon fosfato (8.06 g
de NaCl L', 0.22 g de KCI L, 1.15 g de Na,HPO4 L, 0.2 g de KH,HPO,4 L") a pH 8.0 en
cada matraz Erlenmeyer (Adinarayana et al., 2003) para obtener el liquido retenido por el
soporte. Luego, los matraces se mantuvieron en un agitador orbital a 200 rpm durante 1 h,
posteriormente se mantuvieron16 horas a 4°C, luego el contenido de cada matraz se
centrifugd (13000 rpm, 20 min) en dos ocasiones y finalmente se filtré con membrana de
0,22 um (MILLEX®GP).

2.6.7. Fermentacion semisodlida

Los experimentos se realizaron de acuerdo con la metodologia de Machado et al. (2013). En
matraces Erlenmeyer de 250 mL tapados con algodon que contenian 2 g de cubos de
esponja de nailon, 25 mL de medio de cultivo PDB a pH 7 y 2 mL de indculo. Los matraces
se incubaron a 28°C y oscuridad durante 12 dias. El extracto bioactivo se obtuvo afadiendo
5 mL de tampdn fosfato (pH 8,0) en cada matraz Erlenmeyer (Adinarayana et al., 2003) para
obtener el liquido retenido por el soporte. Luego, los matraces se mantuvieron en un agitador
orbital a 200 rpm durante 1 h, posteriormente se mantuvieron 16 horas a 4°C, y luego el
contenido de cada matraz se centrifugé (13000 rpm, 20 min) dos veces y se filtré con
membrana de 0,22 ym (MILLEX®GP).

2.6.8. Fermentacion liquida

Los experimentos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 125 mL tapados con algodon
que contenian 25 mL de medio de cultivo PDB a pH 7 y 2 ml de inéculo. Los matraces se
incubaron a 28°C, durante 12 dias en agitacién constante a 200 rpm. El extracto bioactivo
contenido en cada matraz se obtuvo centrifugando a 13000 rpm, durante 20 min y se filtrd
con membrana de 0,22 um (MILLEX®GP).
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2.6.9. Montaje del ensayo de confrontacion dual

El filtrado se utilizé para realizar las pruebas de actividad biolégica mediante el método de
difusion en agar (prueba de Kirby-Bauer, 1996). En cajas Petri con medio Luria Bertani (LB),
se verti6 4 mL de medio suave LB o NYGA a 48° C con 400 pL de bacteria ajustada a
1x10’UFC mL"", una vez que este solidifico, se colocé una gota de 10 L de extracto obtenido
de cada fermentacion en estudio, asi como de ambos controles en la caja Petri bajo la

siguiente distribucién (Figura 6).

Después de 48 horas se procedié a medir el diametro de inhibicidon (mm).

«— | Extracto
de cepa x

Bacteria x

Figura 6. Distribucién de los tratamientos. A: Antibiético; FL: Fermentacién liquida; FSM:
Fermentacién semisdlida; FS: Fermentacion sélida; TF: Tampdn de Fosfato.

2.6.10. Diseno experimental

Se utilizé un disefio factorial en donde se evaluaron el factor actinomiceto con 10 niveles
(EZMW12, EZ50, EZ71, ED48, ED63, ED64, ED65, ED66, ED67 y BZMW18) y el factor
fermentacion con tres niveles: fermentacion liquida (FL), fermentacion semisdlida (FSM) y
fermentacion solida (FS) generandose 30 tratamientos, mas un control negativo (tampdn
fosfato) y un control positivo (Sulfato de gentamicina), utilizando la dosis minima inhibitoria
de 1.5 mg mL" de acuerdo con la CLSI (2012), quedando finalmente 32 tratamientos con
cuatro repeticiones. El arreglo experimental fue completamente al azar. El experimento se
realizé de manera independiente para cada una de las cuatro bacterias fitopatégenas en

estudio.
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2.6.11. Analisis estadistico

A los datos se les realizd un analisis de varianza y la prueba de comparacién de medias de
Tukey con un 95% de confianza, estos se realizaron en el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XV.11.

2.7. RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar el diametro de inhibicion, el analisis estadistico mostré diferencias significativas
(P=0.00), encontrando inhibicion en crecimiento de las diferentes cepas de bacterias
fitopatogenas en estudio: Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, Erwinia amylovora,
Dickeya dadantii y Xanthomonas vesicatoria (Figura 7), sin embargo, esta inhibicidén sélo se
presentd en fermentacion sélida. Una posible causa de esto es debido a que el actinomiceto
completo su ciclo de vida y, por tanto, fue capaz de producir compuestos bioactivos. Los
actinomicetos tienen un ciclo de vida que abarca tres etapas de crecimiento: produccién hifas
vegetativas, hifas aéreas y esporas (Elliot et al., 2008), ademas de un modo de crecimiento
denominado "exploracion" (Jones et al., 2017). La produccion de compuestos activos esta
correlacionada con la etapa de esporulacion la cual requiere de ciertas condiciones para
activarse (Jones y Elliot, 2017). Debido a que la producciéon de metabolitos secundarios es
un proceso influenciado por varios factores fisico-quimicos que incluyen el suministro de

nutrientes, la oxigenacion, la temperatura y el pH (Olano et al., 2008).

Ellaiah et al. (2004) mostraron que la fermentacion sélida (FS) condujo a una mayor
produccion de neomicina que bajo fermentacion liquida o sumergida (FL) mediante una cepa
de Streptomyces marinensis. Castilho et al. (2000) encontraron que la produccién de lipasa
por Penicillium restrictum resulté econédmicamente mas ventajosa en FS que en FL. Mas
recientemente, Osma et al. (2011) han demostrado que el costo de producir la enzima lacasa
por el hongo de podredumbre blanca Trametes pubescens fue 50 veces menor en

condiciones de fermentacion en estado semisélido (FSM) que en FL.
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Figura 7. Inhibicion del crecimiento in vitro de D. dadantii (3937), E. amylovora (RITA), X.
vesicatoria (BV801) y P. syringae pv. phaseolicola (1448A), por los extractos obtenidos de
actinomicetos bajo tres tipos de fermentacion. FL: Fermentacion liquida. FSM: Fermentacion
semisodlida. FS: Fermentacion sélida. Letras distintas sobre las barras indican diferencia
significativa segun (Tukey, P<0.05). La linea sobre las barras (I) es el error estandar.

De los extractos de actinomicetos obtenidos bajo fermentacién sdélida, los provenientes de
las cepas ED64 y ED65 presentaron un diametro (18.375 y 18.075 mm) de inhibicién mayor
o igual al generado por el antibiético “sulfato de gentamicina” (17.965 mm) en la bacteria
Erwinia amylovora, situacion similar se presenté con Dickeya dadantii y Xanthomonas
vesicatoria (Figura 8). El hecho de que algunos extractos bioactivos presentaran inhibicién
igual o mayor al efecto de antibiotico, es fundamental en la busqueda de nuevas alternativas

de manejo.
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Figura 8. Inhibicion generada por los extractos de fermentacion sélida en el crecimiento de
D. dadantii (3937), E. amylovora (RITA), X. vesicatoria (BV801) y P. syringae pv.
phaseolicola (1448A). A: Antibidtico. Letras diferentes en barras indican diferencias
estadisticamente significativas segun Tukey (P<0.05) para el mismo color de columna. I=

Error estandar.

Cada uno de los extractos bioactivos, asi como el antibiético generaron un diferente grado

de inhibicion respeto a la bacteria fitopatogena (Figura 9-14) Las cepas de actinomicetos

mostraron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las bacterias fitopatogenas,

mostrando diferencias dependiendo de la bacteria y la cepa utilizada, debido a que los

actinomicetos usan diferentes mecanismos antagonistas y producen diferentes moléculas

bioactivas involucradas en el antagonismo contra diferentes patégenos (Kunova et al., 2016).
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Figura 9. Actividad inhibitoria de los extractos bioactivos del actinomiceto ED65 sobre el
crecimiento de la cepa 1448A de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola. A: Antibiético; T:
Tampon Fosfato; FL: Fermentacion liquida; FSM: Fermentacion semisdlida; FS:
Fermentacion sélida.

Figura 10. Actividad inhibitoria de los extractos bioactivos del actinomiceto ED66 sobre el
crecimiento de la cepa 1448A de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola. A: Antibiético; T:
Tampon Fosfato; FL: Fermentacion liquida; FSM: Fermentacion semisdlida; FS:
Fermentacion sélida.
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Figura 11. Actividad inhibitoria de los extractos bioactivos del actinomiceto ED6G5 sobre el
crecimiento de la cepa 3937 de Dickeya dadantii A: Antibiético; T: Tampdn Fosfato; FL:
Fermentacion liquida; FSM: Fermentacion semisélida; FS: Fermentacion sélida.

Figura 12. Actividad inhibitoria de los extractos bioactivos del actinomiceto ED66 sobre el
crecimiento de la cepa 3937 de Dickeya dadantii. A: Antibidtico; T: Tampdn Fosfato; FL:
Fermentacion liquida; FSM: Fermentacién semisélida; FS: Fermentacion sélida.
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Figura 13. Actividad inhibitoria de los extractos bioactivos del actinomiceto ED65 sobre el
crecimiento de la cepa BV801 de Xanthomonas vesicatoria. A: Antibidtico; T: Tampon
Fosfato; FL: Fermentacion liquida; FSM: Fermentacion semisodlida; FS: Fermentacion sélida

Figura 14. Actividad inhibitoria de los extractos bioactivos del actinomiceto ED66 sobre el
crecimiento de la cepa BV801 de Xanthomonas vesicatoria. A: Antibidtico; T: Tampdn
Fosfato; FL: Fermentacion liquida; FSM: Fermentacion semisodlida; FS: Fermentacion sélida
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2.8. CONCLUSION

Solo los extractos provenientes de una fermentacién solida lograron inhibir el crecimiento de
las cuatro especies de bacterias fitopatdgenas, encontrandose mayor inhibiciéon de la
bacteria E. amylovora. Cada extracto obtenido de fermentacién solida generd distinto
diametro de inhibicién, sin embargo, el proveniente de la ED65 presentd valores de inhibicion
superiores o similares a los obtenidos por el antibidtico (sulfato de gentamicina). Estos
extractos podrian ser aplicados como agentes de control bilégico, en experimentos

posteriores bajo condiciones in planta.
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SEPARACION DE EXTRACTOS MEDIANTE CROMOTROGRAFIA DE PLACA
FINA (TLC) Y EVALUACION BIOAUTOGRAFICA

3.1. RESUMEN

La bioautografia directa combinada con la cromatografia en capa fina, es un método de
deteccién rapido y sensible para la deteccibn de compuestos antimicrobianos. El
microorganismo de prueba es capaz de crecer directamente en la placa. En este capitulo se
busco encontrar un sistema de disolventes que permita separar una mayor cantidad de
compuestos con propiedades antibacterianas del actinomiceto ED65 contra X. vesicatoria.
Se utilizaron los solventes metanol, acetato de etilo, cloroformo, acetona y hexano, con el
grado de pureza mas alto disponible comercialmente de Sigma-Aldrich. Para lo obtencion
del extracto se sonicaron 5 g de masa fermentativa con 10 mL de disolvente de Metanol o
Acetato de etilo, durante una hora, posteriormente se centrifugo a 10,000 rpm durante 10
min. El sobrenadante se recuperé y evaporo en el Vacufuge® plus a 30°C, hasta obtener el
extracto seco. La cromatografia s e realizé en gel de silice en placas de aluminio de 5 x 5
cm. El extracto seco se llevo a la dilucién -1, mediante el disolvente metanol o acetato de
etilo. Se cargod la fase estacionaria mediante micropipeta aplicando alicuotas de 0.5 uL del
extracto en los puntos de muestra hasta tener un volumen de 2.5 pL. El extracto de sémola
se utilizé como control negativo. Se utilizaron sistemas de disolventes desde baja hasta alta
con polaridad. La fase movil se realizé en un vaso de vidrio, ajustando el nivel de solvente a
1 cm. La placa de TLC se incubd en la camara con la tapa puesta hasta que el frente del
solvente alcance 4/5 de la longitud de la placa, una vez alcanzada esta se retiré. La placa
se observo bajo luz ultravioleta roja (365 nm) y verde (254 nm). Posteriormente se sumergio
la placa en un vaso con acido fosfomilibdico al 5%, y se calenté la placa a 150°C durante 1
min. En este estudio la TLC con bioautografia permitié identificar mas de un compuesto
activo, obteniendo mayor movilidad de los compuestos activos con un sistema de disolventes
de polaridad media a alta, logrando con los sistemas Metanol: Agua 6: 4; Metanol: Acetona

9: 1; y Metanol: Agua: Acetona 6:2:2 separar y movilizar al menos un compuesto activo.

3.2. ABSTRACT

Direct bioautography combined with thin layer chromatography is a fast and sensitive
detection method for the detection of antimicrobial compounds. The test microorganism is

able to grow directly on the plaque. In this chapter we sought to find a solvent system that
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allows a greater quantity of compounds with antibacterial properties of actinomycete ED65
to be separated against X. vesicatoria. The solvents methanol, ethyl acetate, chloroform,
acetone and hexane were used, with the highest degree of purity commercially available from
Sigma-Aldrich. To obtain the extract, 5 g of fermentative mass were sonicated with 10 mL of
methanol or ethyl acetate solvent, for one hour, then centrifuged at 10,000 rpm for 10 min.
The supernatant was recovered and evaporated in Vacufuge® plus at 30 ° C, until the dry
extract was obtained. Chromatography was performed on silica gel on 5 x 5 cm aluminum
plates. The dried extract was brought to dilution -1, using the solvent methanol or ethyl
acetate. The stationary phase was loaded by micropipette by applying 0.5 L aliquots of the
extract at the sample points to a volume of 2.5 uL. Semolina extract was used as a negative
control. Solvent systems from low to high with polarity were used. The mobile phase was
performed in a glass vessel, adjusting the solvent level to 1 cm. The TLC plate was incubated
in the chamber with the lid on until the solvent front reached 4/5 of the plate length, once
reached it was removed. The plate was observed under red (365 nm) and green (254 nm)
ultraviolet light. Subsequently, the plate was immersed in a glass with 5% phosphomilibdic
acid, and the plate was heated at 150 ° C for 1 min. In this study, the TLC with bioautography
allowed to identify more than one active compound, obtaining greater mobility of the active
compounds with a solvent system of medium to high polarity, achieving with the Methanol
systems: Water 6: 4; Methanol: Acetone 9: 1; and Methanol: Water: Acetone 6: 2: 2 separate

and mobilize at least one active compound.

3.3. INTRODUCCION

La bioautografia directa combinada con la cromatografia en capa fina (TLC) es un método
de deteccion rapido y sensible para la deteccidon de compuestos antimicrobianos. El
microorganismo de prueba es capaz de crecer directamente en la placa de TLC, por lo que

cada paso del ensayo se realiza en el sorbente (Botz et al., 2001).

La cromatografia de capa fina (TLC) es una técnica analitica simple, rentable y facil de
operar, utilizada de forma rutinaria en cualquier laboratorio para la separaciéon de
compuestos bioactivos no volatiles (Cheng et al., 2011), y deteccion de diversos compuestos
en extractos de plantas, alimentos u organismos (Mohammad et al., 2010; Sherma y Rabel,
2018). Logra la separacién de una mezcla de compuestos sobre la base de sus diferencias

de solubilidad en un sistema de dos fases.
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La fase estacionaria suele ser una capa delgada y uniforme de gel de silice (SiO2) o polvo
de alumina (Al203) recubierta sobre una pieza de vidrio, metal o plastico rigido. Por otro lado,
la fase maovil es un solvente liquido simple o mixto que sube lentamente la placa de TLC por

accion capilar (Jork et al., 1994).

Los puntos de TLC pueden analizarse tanto cualitativa como cuantitativamente por
densitometria en absorbancia ultravioleta (UV) o modos de fluorescencia. Las muestras se
aplican sobre la placa de TLC cerca de su lado inferior; entonces la placa se coloca de pie
sobre un recipiente lleno con la fase movil que comienza a elevarse por la placa. Cuando el
solvente alcanza el punto de muestra, se establecen diferentes interacciones entre los
componentes de la mezcla de muestra, la fase sdlida y el solvente. Estas interacciones son
el resultado de una amplia gama de fuerzas (enlaces de hidrégeno, pares de electrones
donador-aceptor, interacciones i6n-ion, idn-dipolo y van der Waals). Dependiendo de la
proporcion particular de afinidades tanto para la fase de disolvente (solubilidad) como para
la fase estacionaria (adsorcion), cada compuesto en la muestra se lleva a una altura definida
en la placa. Por lo tanto, la eleccidon de un eluyente apropiado con respecto a los compuestos
mixtos a separar es una decisién clave para obtener un resultado exitoso del proceso

cromatografico (Sherma y Fried, 2003).

Cada compuesto tiene un factor de retencion (Rf) que es igual a la distancia migrada sobre
la distancia total cubierta por el solvente. Los valores de Rf deben estar entre 0 (para el punto
que permanece en el lugar de inicio) y 1.0 (para el punto que migra con el frente de la fase
movil) (Guevara et al., 2017). Varios factores pueden afectar los valores de Rf: dimensiones
y tipo de camara, naturaleza y tamano de la capa, direccion del flujo de la fase moévil, volumen
y composicién de la fase movil, condiciones de equilibrio, humedad y métodos de

preparacion de muestras que preceden a la TLC (Touchstone y Dobbins, 1983).

3.4. OBJETIVO

Buscar un sistema de disolventes que permita separar una mayor cantidad de compuestos

con propiedades antibacterianas del actinomiceto ED65 contra X. vesicatoria.

3.5. MATERIALES Y METODOS

Estos experimentos se realizaron en las instalaciones del Laboratorio de Molecular de

Biotecnologia Vegetal del CIATEJ, bajo la asesoria de la Dra. Cecilia Guizar Gonzalez.
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3.5.1. Reactivos y medio de cultivo

Se utilizaron los solventes metanol, acetato de etilo, cloroformo, acetona y hexano, con el

grado de pureza mas alto disponible comercialmente de Sigma-Aldrich.

La reactivacion de los actinomicetos fue en medio PDA-Y (39 g L' de agar papa dextrosa y
2 g L' de extracto de levadura) a pH 7. El medio de cultivo utilizado para obtener el inoculo

semilla fue PDB (24 g L™ de caldo papa dextrosay 2 g L' de extracto de levadura) a pH 7.

3.5.2. Preparacion del indculo semilla de actinomiceto

El actinomiceto ED65 se cultivd en medio PDA-Y, durante siete dias a 28°C en oscuridad en
incubadora, posteriormente se transfiri6 dos discos de micelio de siete milimetros de
diametro a un matraz Erlenmeyer de 125 mL que contenia 25 mL de medio de cultivo (PDB-
Y). Los matraces se incubaron en un agitador orbital a 200 rpm y 28° C durante cinco dias.
Posteriormente se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos; los sedimentos resultantes
se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se resuspendieron en 30 mL de agua

destilada estéril.

3.5.3. Fermentacion solida del actinomiceto

Se realiz6 de acuerdo a la metodologia de Ellaiah et al. (2004), en matraces Erlenmeyer de
250 mL, con 10 g de sémola humedecida con 12 mL de PDB a pH 7, para producir un nivel
de humedad del 70%. Los matraces se esterilizaron en autoclave (condicion de
esterilizacion) durante 30 minutos. Después de enfriar los matraces a temperatura ambiente,

se anadieron 2 mL de in6culo. Los matraces se incubaron a 28°C durante 12 dias.

3.5.4. Preparacion del extracto

Se coloco 5 g de masa fermentativa del actinomiceto ED65 en un tubo falcon de 50 mL, al
cual se le adiciono una alicuota de 10 mL de disolvente (Metanol o Acetato de etilo),
posteriormente este se sonico durante una hora (Branson 2510®), y centrifugo a 10,000 rpm
durante 10 min (Heraeus multifuge X3K®). Se recuperdé el sobrenadante y se procedié a
evaporar los disolventes en el concentrator plus/Vacufuge® plus a 30°C, hasta obtener el

extracto seco y de color.

3.5.5. Cromatografia de placa fina

La cromatografia se realiz6 en gel de silice en placas de aluminio TLC de 5 x 5 cm (Merck,

Darmstadt, Alemania). El extracto seco se llevo a la dilucion -1, mediante el disolvente
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metanol o acetato de etilo. Mediante un lapiz se marco una linea a 1 cm del fondo de la placa
y los puntos de muestra. Los puntos de muestra estan separados por 2 cm, y la distancia
desde los puntos externos hasta el borde de la placa es de al menos 1.5 cm. Se cargo la
fase estacionaria mediante micropipeta aplicando alicuotas de 0.5 uL del extracto en los
puntos de muestra hasta tener un volumen de 2.5 pL. Después de agregar cada alicuota, la
mancha se seca con calor. Alternativamente, la placa se deja debajo de una campana

extractora para cada paso de secado. El extracto de sémola se utilizé como control negativo.

Para la fase movil se utilizo los siguientes sistemas de disolventes par el extracto de acetato

de etilo
+ Metanol: acetona 4:6
+ Cloroformo: acetona 7:3
+ Cloroformo: acetona 6:4
+ Acetona: hexano 6:4
+ Hexano: acetona 6:4
+ Cloroformo: metanol 9:1
+ Cloroformo: hexano 8:2
+ Metanol: acetona 4:6
+ Acetona: hexano 8:2

Mientras que, para el extracto de metanol, en la fase mévil se utilizé los siguientes sistemas

de disolventes:

+ Metanol: acetona 6:4
+ Metanol: agua 9:1
+ Metanol: agua: acetona 6:2:2
+ Metanol: cloroformo 7:3

Se vertid la fase mévil en un vaso de vidrio (Camara de revelado), ajustando el nivel de
solvente a 1 cm, se tap6 la camara buscando la saturacion de la fase gaseosa con solvente.
Posteriormente se colocé la TLC cuidadosamente en la camara de revelado de manera que
el solvente no llegue a las manchas. Optimamente, debe haber una distancia de 0.5 cm entre
el nivel del solvente y la linea del lapiz. La placa de TLC se incuba en la camara con la tapa
puesta hasta que el frente del solvente alcance 4/5 de la longitud de la placa, una vez
alcanzada esta se retira.
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3.5.6. Revelacion y tincién

La placa se observa bajo luz ultravioleta roja (365 nm) y verde (254 nm). Antes de tehir la
placa debe estar completamente seca, se revelan sumergiendo la placa en un vaso con
acido fosfomilibdico al 5%, posteriormente se calienta la placa a 150°C durante 1 min. Nota:
las repeticiones que se utilizaron para la bioautografia no se revelaron con el acido

fosfomilibdico.

3.5.7. Bioautografia

Después de la cromatografia, se procedo a realizar las pruebas de actividad biolégica
mediante el método de difusion en agar (prueba de Kirby-Bauer, 1996). Se procedié a
colocar las placas de TLC en cajas Petri con medio NYGA, donde se adicionaran 4 mL de
medio suave NYGA a 48°C con 400 uL de cultivo bacteria ajustado a 1x10” UFC mL-",

después de 48 horas se observo la inhibicion.

3.6. RESULTADOS

Los sistemas de disolventes utilizados presentan baja, mediana y alta polaridad, buscando
encontrar el sistema que permita la mayor movilidad de compuestos. La tincién con acido
fosfomolibdico revela con mas claridad la separacion de los compuestos, en comparacion

con la luz ultravioleta, donde en algunos sistemas no se aprecia separacion.

El extracto de la cepa ED65 de actinomiceto (Figura 15-18), presentd compuestos de
diferente polaridad, ya que en cada sistema se generd movilidad y separacion, sin embargo,
algunos de estos compuestos presentan el mismo RF que el control de sémola, pero existen
bandas con diferente intensidad lo que nos hace pensar que el RF de una banda del control
coincide con el RF de algun compuesto bioactivo del extracto. La bioautografia facilita
escoger el sistema de disolventes en base a las inhibiciones generadas en doble agar. De
tal manera que la TLC con bioautografia es un método rapido y econémico de deteccién de

bioactividad después de la separacion usando placas TLC (Marston, 2011).
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UV 254 nm UV 365 nm Ac. Fosfomolibdico 5%

Acetona: Hexano 4:6

Cloroformo: Hexano 8:2 Cloroformo: Metanol 9:1

Acetona: Hexano 8:2

Figura 15. Separacion de compuestos activos del extracto de acetato de etilo de la cepa ED
65 de actinomiceto por cromatografia de placa fina (TLC).
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uv 254 nm UV 365 nm Ac. Fosfomolibdico 5%

Metanol: Acetona 4:6

Cloroformo: Acetona 6:4 Cloroformo: Acetona 7:3

Acetona: Hexano 6:4

Figura 16. Separacion de compuestos activos del extracto de acetato de etilo de la cepa ED
65 de actinomiceto por cromatografia de placa fina (TLC).
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UV 254 nm UV 365 nm Ac. Fosfomolibdico 5%

Metanol: Acetona 6:4

Metanol: Agua 9:1

Metanol: Cloroformo 7:3 Metanol: Agua: Acetona 6:2:2

Figura 17.Separacion de compuestos activos del extracto de acetato de etilo de la cepa ED
65 de actinomiceto por cromatografia de placa fina (TLC).
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Metanol: Acetona 6:4 Metanol: Agua 9:1

1
\
. 3

Figura 18. Bioautografia del extracto de ED65 en los sistemas de disolventes con mejor separacion de compuestos activos.
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3.7. CONCLUSION

En este estudio la TLC con bioautografia permitié identificar mas de un compuesto activo,
obteniendo mayor movilidad de los compuestos activos con un sistema de disolventes de
polaridad media a alta, logrando con los sistemas Metanol: Agua 6: 4; Metanol: Acetona 9:
1; y Metanol: Agua: Acetona 6:2:2, lograron separar y movilizar al menos un compuesto

activo.
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ESCALA CUALITATIVA DE SEVERIDAD DE XANTHOMONAS VESICATORIA
EN PLANTAS DE CHILE CULTIVAR BECAN

4.1. RESUMEN

La mancha bacteriana causada por el agente fitopatogeno Xanthomonas vesicatoria,
representa una amenaza importante debido a que afecta la produccion de diversos cultivos,
entre ellos el chile; lo que conduce a graves pérdidas econdmicas. Por lo que, determinar la
gravedad de la enfermedad en las plantas es fundamental para muchos estudios y
aplicaciones practicas donde se necesite el control de la enfermedad, toma de decisiones,
estimacién de la pérdida de rendimiento y la evaluacidon de germoplasma con fines de
fitomejoramiento. La gravedad de la enfermedad se puede cuantificar de manera precisa
mediante herramientas como programas bioinformaticos y plataformas moviles; sin
embargo, el método que se usa mas ampliamente es la evaluacion visual. En este trabajo,
a través de un bioensayo de patogenicidad, se elabordé una escala cualitativa ordinal de
severidad para Xanthomonas vesicatoria en plantas de chile cultivar “Becan”. Se utilizé la
cepa bacteriana BV801 de Xanthomonas vesicatoria la cual se inoculd a una concentracion
de 1 x 108 UFC mL™, en plantas de chile 22 dias después del trasplante. Se asperjaron 2
mL de suspensidén bacteriana por planta y posteriormente estas se mantuvieron en un
invernadero, con una doble capa de malla sombra, a una temperatura de 32 £ 3 °C, 12 h de
luz diurna y una humedad relativa superior al 70%. Se registré la sintomatologia mediante
observacion visual de las plantas. Con base en las observaciones, se generé una escala con
siete niveles desde A (planta sana) hasta G (planta defoliada), mostrando las distintas fases

de severidad de la enfermedad.

4.2. ABSTRACT

The bacterial spot caused by the phytopathogenic agent Xanthomonas vesicatoria,
represents a significant threat due to the affectation of the production of various crops,
including chili; which leads to graves economic losses. Therefore, determining the severity of
the disease in plants is essential for many studies and practical applications where disease
control, decision making, performance loss specification and germplasm evaluation with plant
breeding fines are required. The severity of the disease can be precisely quantified using
tools such as bioinformatics programs and mobile platforms; however, the most modified
method used is visual evaluation. In this work, through a pathogenicity bioassay, an ordinal

qualitative severity scale for Xanthomonas vesicatoria was developed in chili plants cultivar
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"Becan". The bacterial strain BV801 of Xanthomonas vesicatoria, was considered, which was
inoculated at a concentration of 1 x 108 CFU mL™", in chili plants 22 days after transplantation.
Two mL of bacterial suspension can be obtained per plant and subsequently they were kept
in a greenhouse, with a double layer of shade mesh, a temperature of 32 £ 3°C, 12 h of
daylight and a relative humidity greater than 70%. Based on the observations, a scale was
generated with seven levels from A (healthy plant) to G (defoliated plant), showing the

different phases of disease severity.

4.3. INTRODUCCION

Entre las enfermedades que atacan al cultivo del chile, la mancha bacteriana es una de las
mas importantes y es causada por la bacteria fitopatdgena Xanthomonas vesicatoria. Esta
enfermedad representa una seria amenaza al cultivo (Potnis et al., 2015), ya que conduce a
pérdidas econdémicamente importantes (Thieme et al.,, 2005). Xanthomonas vesicatoria
ataca a hojas, tallos, frutos y flores; causa manchas foliares inicialmente pequefias, pero
cuando las manchas son numerosas el follaje se vuelve amarillo y finalmente muere, lo que
lleva a la defoliacién de las plantas (Jones et al., 2004). Por lo anterior, determinar la
gravedad de la enfermedad en las plantas es fundamental en muchos aspectos,
principalmente en estudios de patologia vegetal. La evaluacion del dafio causado por una
enfermedad tiene aplicaciones desde el punto de vista practico, donde se necesita tomar
decisiones para el control de la enfermedad, estimar la pérdida de rendimiento y evaluar
germoplasma tolerante con fines de mejoramiento de cultivos, entre otros (Burdon et al.,
2006; Cooke, 2006; Bock et al., 2010b; Pethybridge y Nelson, 2018). Desde el punto de vista
operativo, la gravedad de la enfermedad se puede cuantificar de manera precisa mediante
programas de analisis de imagenes personalizados disponibles en plataformas estacionarias
como Evaluation (Lamari, 2002), CUANT (Barbedo, 2014), programas gratuitos como
Imaged (Schneider et al.,, 2012); ademas de plataformas moéviles como Leaf Doctor
(Pethybridge y Nelson, 2015). La limitante de estos paquetes bioinformaticos es la necesidad
de equipos especificos (computadoras o dispositivos méviles), ademas de cierto nivel de
conocimiento para su uso. El método que se usa mas ampliamente para evaluar la gravedad
de una enfermedad de las plantas es la evaluacion visual. Por medio de esta, es posible
estimar de forma visual el area enferma o una sintomatologia especifica en una hoja u otro
organo vegetal respecto a una planta sana. La evaluacion visual es no destructiva y a
menudo es la opcidn menos costosa, rapida y practica para evaluar la severidad de la

enfermedad en las plantas (Bock et al., 2010). Por otro lado, una desventaja en la estimacién
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de la severidad por este método es el potencial de error (Bock et al., 2008a); por lo que se
requieren de métodos estandarizados de cuantificacion. Dentro de los métodos para medir
la agresividad o dafio del patdgeno, el uso de escalas logaritmicas diagramaticas es el mas
ampliamente utilizado. Estas escalas, consisten en la representacién ilustrada de una serie
de plantas o partes de plantas mostrando los sintomas de una enfermedad en diferentes
grados de severidad (Nascimiento et al., 2005). El uso de estas escalas o métodos
estandarizados ha sido evaluado en otros cultivos y ha demostrado ser confiable.
Hernandez-Ramos y Sandoval-Islas (2015), comprobaron que el uso de sistemas
estandarizados para la cuantificacién de enfermedades en maiz, y en cualquier otro cultivo,
resulta ser una poderosa herramienta dado que permite la comparacion, con resultados
facilmente reproducibles, con altos niveles de exactitud y precision entre diversos
evaluadores; demostrando asi su aplicabilidad en la evaluacion de la severidad de una

enfermedad.

4.4. OBJETIVO

Elaborar una escala cualitativa ordinal de virulencia de Xanthomonas vesicatoria en plantas

de chile cultivar Becan bajo condiciones controladas.

4.5. MATERIALES Y METODOS

Estos experimentos se realizaron en las instalaciones del Laboratorio de Fitopatologia de
Biotecnologia Vegetal del CIATEJ.

4.5.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se produjeron plantulas a partir de semillas de chile cultivar Becan, en charolas de
germinacion dentro de una camara de crecimiento a 26°C. A los 56 dias de la siembra, las
plantas se trasplantaron a bolsas de polietileno negras con capacidad de 2 L, rellenas con
una hojarasca de bosque, arena, suelo, perlita, vermiculita y turba en proporcion 9:4:4:3:3:1
(v/v) autoclavada a 120°C a una presion interna de 103 kPa durante 6 h. Las plantas se
mantuvieron en un invernadero, bajo una doble capa de malla sombra de color blanco, a una
temperatura promedio de 32 + 3°C y 12 horas de luz. Las plantas se regaron cada tercer dia
con 100 mL de agua destilada. A los siete y 14 dias después del trasplante se aplicaron 50

mL de solucién nutritiva “Peters” (10-30-20), a una concentracion de 1 gL™.
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4.5.2. Bacteria fitopatégena

Se utilizé la cepa bacteriana BV801 de Xanthomonas vesicatoria (aislada de tejido enfermo
de chile poblano). La bacteria se reactivé a 30°C en medio nutriente-extracto de levadura-
glicerol (NYG) (Daniels et al., 1984), durante 24 h. La suspension bacteriana se recupero por
centrifugacion a 10000 rpm durante 10 min a 4°C; posteriormente se lavé con agua destilada
estéril y se centrifugd nuevamente. Las células bacterianas se suspendieron en buffer fosfato

pH 7, ajustandose a una concentracion de 1 x 108 UFC mL™.

4.5.3. Pruebas de patogenicidad

A los 22 dias después del trasplante, las plantas de chile se inocularon asperjando 2 mL de
suspensién bacteriana por planta. La aspersion se aplicoé a toda la planta en el haz y envés
de las hojas, a punto de rocio con un atomizador. Las plantas control se asperjaron con 2
mL de agua destilada estéril para que tuvieran el mismo manejo. Posteriormente, todas las
plantas se mantuvieron en un ambiente con una humedad relativa superior al 70%, la cual
se obtuvo mediante microaspersiones de cinco minutos cada hora, con el fin de favorecer el

proceso infectivo de la bacteria fitopatdgena.

4.5.4. Registro de sintomatologia

Se registro el dafio por el patdogeno, desde el momento de la aparicion de sintomas que van
de puntos 0 manchas cloréticas, hasta la presencia de necrosis, perdida de turgencia en las

hojas, clorosis generalizada y defoliacion.

4.5.5. Diseno experimental

Los bioensayos de patogenicidad se establecieron en un disefio unifactorial (planta enferma)

y un control (planta sana), ambos con diez repeticiones.

4.6. RESULTADOS Y DISCUSION

Antes del proceso infeccioso, las plantas de chile mostraron una apariencia sana, las hojas
estuvieron turgentes, de color verde intenso, sin presencia de algun sintoma o dafio en
ninguna de sus hojas (Figura 19A). Siete dias después de la infeccion comenzaron los
primeros sintomas de la enfermedad; puntos de tonalidad amarillo palido, que mediante
observacion a contraluz se mostraron traslucidos (Figura 19B); estos sintomas se
presentaron solo en la tercera y cuarta hoja (contando del apice hacia la base de la planta).

A los dos dias de la aparicién del primer sintoma, los puntos cambiaron de tonalidad,
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pasando de amarillo palido a amarillo intenso; mientras que en las hojas inferiores inicio la
aparicion de sintomas (Figura 19C). Tres dias después, en las hojas intermedias aumento
el numero de puntos de color amarillo palido (Figura 19D). Asi mismo se presenté un
aumento en la densidad y tamafo de los puntos amarillos, ocasionando la unidén entre varios
y formando una mancha clorética en hojas intermedias e inferiores de la planta. Ademas,
algunos puntos amarillos comenzaron a desarrollar un halo necrético. Cuatro dias después,
la mayor parte de las hojas maduras perdieron turgencia; la planta en general empezo6 a
perder su color verde natural y se presenté un color verde amarillento (Figura 19E). Después
la aparicién de manchas necréticas comenzo la defoliacién de hojas intermedias, mientras
que las hojas inferiores presentaron poca turgencia; en las hojas jévenes empezaron a
aparecer puntos amarillos (Figura 19F). Cuatro dias después de la pérdida de la primera

hoja la planta mostré una defoliacion superior al 70% (Figura 19G).
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Figura 19. Evolucion del desarrollo de sintomas en plantas de chile cultivar Becan,
infectadas con la cepa BV801 de Xanthomonas vesicatoria. A) Planta sana; B) Aparicion de
puntos de color amarillo palido; C) Puntos con tonalidad amarillo intenso; D) Incremento de
puntos amarillos; E) Apariciéon y unidon de manchas cloréticas; F) Inicio de defoliacion y, G)
Planta con defoliacion.

Las proteinas que pertenecen a la biogénesis de la pared celular / membrana / envoltura, el
trafico intracelular y los mecanismos de defensa de la planta, permiten que sea mas o menos
vulnerable a la bacteria (Park y Han, 2017). Muchas bacterias patégenas de plantas Gram
negativas utilizan sistemas especializados de secrecion de proteinas para administrar
factores de virulencia, incluyendo ADN o proteinas efectoras bacterianas, en las células
vegetales (Gerlach y Hensel, 2007). Las bacterias a menudo secretan enzimas que

degradan la pared celular, que contribuyen a la virulencia bacteriana, por ejemplo, celulasas,
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xilanasas, poligalacturonasas y amilasas (Hématy et al., 2009; Gibson et al., 2011; Hamann,
2012). Facilitando la adquisicion de nutrientes y translocacion de factores de virulencia en la

célula huésped (Wang et al., 2008).

4.7. CONCLUSION

Mediante la visualizacién y analisis del niumero, tamano y forma de las lesiones, se puede
caracterizar el avance de la mancha bacteriana en chile. Con base en la sintomatologia
registrada se establecid una escala cualitativa ordinal de severidad de la enfermedad
causada por Xanthomonas vesicatoria, la cual contemplé siete niveles. El cultivar Becan, fue
susceptible a la mancha bacteriana, debido a la presencia de abundantes manchas

cloréticas y necrdticas, y al desprendimiento de hojas.
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CONTROL BIOLOGICO DE Xanthomonas vesicatoria CON EXTRACTOS DE
ACTINOMICETOS EN PLANTAS DE CHILE CULTIVAR BECAN

5.1. RESUMEN

La mancha foliar bacteriana causada por Xanthomonas vesicatoria, es un problema mundial,
debido a la pérdida de rendimiento y calidad del fruto en la mayoria de las areas productoras.
La propagacion a gran escala de los patégenos ocurre a través de semillas contaminadas,
los cultivares resistentes son escasos y se superan rapidamente, y a menudo se informa la
resistencia bacteriana a los compuestos antimicrobianos. Varios estudios informan la
supresion de enfermedades de las plantas por cepas de actinobacterias a través de la
produccién de antibidticos. En este estudio se evalud la actividad antimicrobiana de los
extractos provenientes de cuatro cepas con actividad bactericida (ED64, ED65, ED66 y
ED67) y dos cepas sin actividad (EZ71 y BZMW18) para Xanthomonas vesicatoria y un
producto quimico: Kasugamicina, bajo condiciones de invernadero. Plantas de chile de 22
dias después de trasplante se infectaron mediante la aspersion de 2 mL por planta de una
suspension ajustada de la cepa BV801 con una DOsgeo= 2, a cada uno de los tratamientos
correspondientes. Posteriormente a las 18 horas se aplicaron por planta 2 mL de extracto de
actinomiceto obtenido bajo fermentacion soélida. El analisis estadistico mostro diferencias
significativas en las variables de crecimiento (P = 0.00), donde en las plantas asperjadas con
los extractos provenientes de las cepas ED64, ED65 y ED66 se presentaron una perdida en
area foliar menor a la obtenida por el ingrediente activo kasugamicina. Los extractos de las
cepas ED66 y ED67 presentaron unicamente 2 hojas con dafios, mientras que ED64 y ED65
lograron disminuir la presencia de hojas con manchas cloréticas a una hoja (P = 0.00). Los
resultados de este experimento demuestran que los extractos de actinomicetos con actividad
bactericida son una alternativa viable de control biolégico, al generar mayor disminucion en
numero de manchas cloréticas y necréticas en comparacion al ingrediente activo

kasugamicina.

5.2. ABSTRACT

The bacterial leaf spot caused by Xanthomonas vesicatoria is a worldwide problem, due to
the loss of yield and fruit quality in most of the producing areas. Large-scale spread of
pathogens occurs through contaminated seeds, resistant cultivars are scarce and rapidly
overcome, and bacterial resistance to antimicrobial compounds is often reported. Several

studies report the suppression of plant diseases by strains of actinobacteria through the
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production of antibiotics. In this study the antimicrobial activity of extracts from four strains
with bactericidal activity (ED64, ED65, ED66 and ED67) and two strains without activity
(EZ71 and BZMW18) for Xanthomonas vesicatoria and a chemical: Kasugamycin, under
conditions of greenhouse. Chili plants 22 days after transplantation were infected by spraying
2 mL per plant of an adjusted suspension of strain BV801 with an DO600 = 2, to each of the
corresponding treatments. Later, at 18 hours, 2 mL of actinomycete extract obtained under
solid fermentation was applied per plant. The statistical analysis showed significant
differences in the growth variables (P = 0.00), where in plants sprinkled with extracts from
strains ED64, ED65 and ED66 there was a loss in leaf area less than that obtained by the
active ingredient Kasugamycin. Extracts from strains ED66 and ED67 presented only 2
damaged leaves, while ED64 and ED65 managed to reduce the presence of leaves with
chlorotic spots on one leaf (P = 0.00). The results of this experiment demonstrate that extracts
of actinomycetes with bactericidal activity are a viable alternative of biological control,
generating a greater decrease in the number of chlorotic and necrotic spots compared to the

active ingredient kasugamycin.

5.3. INTRODUCCION

El género Xanthomonas consta de muchos patégenos de importancia econémica que
causan enfermedades en plantas de mas de 200 familias (Bradbury, 1986; Boch y Bonas,
2010). La mancha foliar bacteriana del tomate y el pimiento es causada por cuatro especies
de Xanthomonas (X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans y X. gardneri); X. perforans
se reclasificé recientemente como X. euvesicatoria (Constantin et al., 2016). Esta
enfermedad es un problema mundial, ya que causa pérdida de rendimiento y perjudica la
calidad del fruto en la mayoria de las areas productoras de tomate y pimiento. (Jones et al.,
2004).

La propagacién a gran escala de los patdgenos ocurre a través de semillas contaminadas,
los cultivares resistentes son escasos y se superan rapidamente y a menudo se informa la
resistencia bacteriana a los compuestos antimicrobianos (Richard et al., 2017). Ademas, las
restricciones sobre el uso de pesticidas quimicos debido a las preocupaciones sobre su
impacto en el medio ambiente y la salud humana estan aumentando rapidamente (Saha et
al., 2012).

Los microorganismos antagonistas como los actinomicetos exhiben varios mecanismos que

incluyen la produccién de antibidticos, enzimas que degradan la pared celular y parasitismo
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e induccién de resistencia del huésped (Palaniyandi et al., 2013). Las actinobacterias son
productores prolificos de antibiéticos, que producen alrededor del 45% de los antibidticos
actualmente en uso (Liu et al., 2012). Varios estudios informan la supresion de las
enfermedades de las plantas por cepas de actinobacterias a través de la produccion de
antibidticos (Palaniyandi et al., 2013). Ademas, los antibidticos producidos por las
actinobacterias tienen aplicacion como un fungicida de suelo de amplio espectro alternativo

al uso de fungicidas quimicos (Jinhua et al., 2010).

En este capitulo se evaluaron seis extractos de cepas de actinomicetos en la bioproteccion

de plantas de chile contra Xanthomonas vesicatoria.

5.4. OBJETIVO

e Evaluar la capacidad de control biolégico de Xanthomonas vesicatoria mediante los
extractos de cepas de actinomicetos, en plantas de chile (Capsicum annuum L.) cultivar

Becan bajo condiciones de invernadero.

5.5. HIPOTESIS

La aplicacion de extractos de actinomicetos con actividad antibacteriana contra
Xanthomonas vesicatoria en plantas de chile generara un efecto bioprotector contra la

mancha bacteriana al disminuir la gravedad y cantidad de sintomas.

5.6. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos y materiales bioldgicos de este capitulo se obtuvieron del Laboratorio de

Fitopatologia de Biotecnologia Vegetal del CIATEJ.

5.6.1. Germinacion

Se sembrd chile cultivar Becan en charolas de germinacién con arena y peat moss
esterilizado (120°C / 4 h) en proporcion 1:1 (v/v). Se trasplanté a los 65 dias después de
siembra (DDS) en macetas de 2 L de capacidad que contenian una mezcla de suelo de
monte, arena, suelo, perlita, vermiculita y peat moss en proporcion 9:4:4:3:3:1 (v/v)

esterilizada (120 °C a una presion interna de 103 kPa durante 6 h).
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5.6.2. Inoculo bacteriano de Xanthomonas vesicatoria

La cepa BV801 se cultivdé en medio liquido NYG, en agitacion constante a 200 rpm, a 28°C
durante 24 horas, posteriormente se centrifugé a 10000 rpm durante cinco minutos y lavo
dos veces con agua destilada estéril, el sobrenadante se desechd y la pastilla se resuspendio

en agua estéril, ajustandose a una DOggo= 2.

5.6.3. Preparacion del indculo de actinomicetos

Las cepas de actinomicetos BZMW18, EZ71, ED63, ED64, ED65, ED66 y ED67 se
reactivaron en medio PDA-Y, durante siete dias a 28°C. Se transfirieron dos discos de
micelio de 7 mm de diametro a matraces Erlenmeyer de 125 mL que contenian 25 mL de
medio de cultivo PDB-Y, incubados a 200 rpm, durante cinco dias, a una temperatura de
28°C. Posteriormente se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min; los sedimentos resultantes
se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se resuspendieron en 30 mL de agua

destilada estéril.

5.6.4. Fermentacion sélida de los actinomicetos

Se realizé de acuerdo con la metodologia de Ellaiah et al. (2004), en matraces Erlenmeyer
de 250 mL, con 10 g de sémola humedecida con 12 mL de PDB a pH 7. Se afiadieron 2 mL
de inéculo (equivalente a 1.2-5.6 mg p / p de masa celular seca), incubandose a 28° C
durante 12 dias. El extracto bioactivo se obtuvo afiadiendo 25 mL de tampdn fosfato (8.06 g
de NaCl L', 0.22 g de KCI L, 1.15 g de Na;HPO,4 L, 0.2 g de KH,HPO4 L") a pH 8.0
(Adinarayana et al., 2003), colocandose en un agitador orbital a 200 rpm durante 1 h, y
posteriormente 16 h a 4°C. El contenido de cada matraz se centrifugé a 13000 rpm, durante

20 minutos y finalmente se filtr6 con membrana de 0,22 ym (MILLEX®GP).

5.6.5. Diseno experimental

Se empled un disefio experimental completamente al azar bajo condiciones de invernadero,
donde se evaluaron los extractos bioactivos provenientes de cuatro cepas de actinomicetos
con actividad antimicrobiana (ED64, ED65, ED66 y ED67) y dos cepas sin actividad (EZ71
y BZMW18); un antibiotico: Kasugamicina (Cuadro 1), y tres controles: un control negativo
(sin bacteria), un control positivo al cual solo se le aplico el inoculo bacteriano, y un control
de tampén fosfato; resultando 10 tratamientos con nueve repeticiones cada uno. La unidad

experimental consistié de una planta de chile en una maceta.
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Cuadro 1. Disefio de tratamientos del experimento control biolégico por extractos
bioactivos de actinomicetos en plantas de chile cultivar Becan contra la mancha bacteriana

(Xanthomonas vesicatoria).

EXTRACTO
TRATAMIENTO  DE ACTINOMICETO  antibactoriana in vitro de X vesicatoria
T1 EZ 71 Sin Con
T2 ED 64 Con Con
T3 ED 65 Con Con
T4 ED 66 Con Con
T5 ED 67 Con Con
T6 BZMW 18 Con Con
T7 Kasugamicina - Con
T8 Tampon fosfato - Con
T9 Control - - Sin
T10 Control + - Con

5.6.6. Inoculacion de la cepa fitopatégena Xanthomonas vesicatoria

A los 22 dias después del trasplante (DDT) se asperjo 2 mL a cada planta de una suspension
de la cepa BV801 de Xanthomonas vesicatoria a una DOgpo= 2 (2x10” UFC mL™"), a cada

uno de los tratamientos correspondientes.

5.6.7. Aplicacion del extracto bioactivo de actinomiceto

A las 18 horas después de infeccion (DDI) con la cepa BV801 de X. vesicatoria se aplicaron
2 mL de extracto bioactivo de los actinomicetos, por planta obtenidos bajo fermentacién

soélida.
5.6.8. Muestreos

Las variables de crecimiento se muestrearon 16 dias después de infeccion (DDI), mientras

que las variables fitopatoldgicas a los 12 DDI y las variables fisiolégicas a los 15 DDI.

5.6.9. Variables evaluadas

5.6.9.1. Variables de crecimiento

e Biomasa seca foliar
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Las muestras se secaron en un horno de secado a 65°C, durante tres dias en bolsas de

papel estraza. Posteriormente se registro el peso mediante una balanza de precision.

e Area foliar

Se cuantifico el area foliar utilizando el procesamiento de imagenes fotograficas con el

Software “ImageJ”.
5.6.9.2. Variables fitopatolégicas

Se determind el numero de hojas con manchas cloréticas y necréticas, el numero de hojas
defoliadas y el nivel de severidad presentado por la planta, a través de una escala cualitativa

de severidad desarrollada en el anterior capitulo de este trabajo de tesis de maestria.
5.6.9.3. Variables fisioldgicas

Se midieron en la tercera hoja de arriba para debajo de cada planta en todos los tratamientos.
Las mediciones comenzaron, a las 9:00 am y se prolongaron hasta las 4 pm, debido al
numero de tratamientos y repeticiones. Se utilizé el instrumento MultispeQ v1.0 para medir

los parametros siguientes:

Variable respuesta Interpretacion

La fraccion de energia luminosa capturada por Photosystem Il que se
Phi2 dirige hacia la fotoquimica para producir ATP y NADPH. Rango tipico:
0-0.82

La fraccion de energia luminosa capturada por Photosystem Il que se
dirige hacia el enfriamiento no fotoquimico y se disipa comocalor dentro

FULNES de la hoja. Rango tipico: 0 - 0.85

Contenido relativo de

. La concentracion de clorofila en la hoja. Rango tipico: 0 - 80.
clorofila

Intensidad de luz  Radiacion fotosintéticamente activa en las longitudes de onda de 400-
(PAR) 700 nandmetros que se utiliza para la fotosintesis.

5.6.10. Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las variables de crecimiento, fisioldgicas y algunas fitopatélogias se

les realizé un analisis de varianza y la prueba de comparacion de medias de Tukey con un
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95% de confianza, estos se realizaron en el paquete estadistico Statgraphics Centurion
XV.1I. El nivel de severidad de la enfermedad se sometid a un analisis no paramétrico
aplicando la prueba de Kruskal-Wallis. Para determinar las diferencias estadisticas entre las

medias de los tratamientos se empled un intervalo de confianza del 95% de la mediana.

5.7. RESULTADOS

5.7.1. Variables de crecimiento

Se encontré diferencias estadisticas significativas en todas las variables de crecimiento
(P=0.00). Respecto al area foliar se encontrd, una disminucién significativa (P =0.00) en el
area foliar en plantas infectadas con Xanthomonas vesicatoria, de 154 cm? con respecto a
la planta sana (171.07 cm?). Se observé ademas que en todos los tratamientos disminuyé
significativamente (P=0.00), el area foliar respeto a las plantas sanas. En plantas donde se
aplicaron los extractos provenientes de las cepas ED64, ED65 y ED66 se encontré diferencia
significancia, presentando una perdida en area foliar menor a la obtenida por el ingrediente
activo kasugamicina (P=0.00) (Figura 20). El agente causal Xanthomonas vesicatoria
ocasiono defoliacion. Lamichhane, (2014) expresé que los dafios ocasionados por
Xanthomonas son frecuentes en las hojas y frutos. Este fitopatégeno en etapas avanzadas,
genera que la tasa de fotosintesis no sea mayor a un cuarto de la tasa normal (Agrios, 1997),

donde la reduccién de la fotosintesis da como resultado una reduccién en el crecimiento.

180
160 + b

140 + c c

120 + d g

100 + I T d

Ho

80 1
60 T oI
40 +
20 +
0 } } } } } } } } } } |
EZ71 PE ED64 ED65 ED66 ED67 BZMW  Q BF PS
18

Area foliar (cm?)

H —

Tratamiento

Figura 20. Area foliar después de la inoculacién con Xanthomonas vesicatoria en plantas de
chile. PE= planta enferma; Q= producto quimico; BF= buffer fosfato; PS= planta sana. Letras
distintas sobre las barras indican diferencia significativa segun (Tukey, P<0.05). La linea
sobre las barras (I) es el error estandar.
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Para el peso seco total de las plantas, se encontré diferencia significativa (P=0.00) entre los
distintos tratamientos evaluados. Todas las plantas disminuyeron en promedio un 50% su
peso respecto a las plantas sanas. La disminucién en biomasa fue significativamente menor
en los tratamientos asperjados con los extractos de actinomicetos, encontrando la misma o
menor perdida en biomasa que el control quimico (Figura 21). La causa fue probablemente
la defoliacion ocasionada por la bacteria fitopatdégena y la fitotoxicidad de algunos
metabolitos contenidos en los extractos. La disminucién de la biomasa por la bacteria, se ha
reportado en otros trabajos El-Hendawy et al. (1999), inocularon hojas de tomate con
Xanthomonas, y obtuvieron como resulté una reduccién significativa en el peso fresco y seco

como resultado de la inoculacion con el patégeno bacteriano.
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Figura 21. Biomasa seca 18 dias después de la inoculacién con Xanthomonas vesicatoria
en plantas de chile cultivar Becan. PE= planta enferma; Q= producto quimico; BF= buffer
fosfato; PS= planta sana. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun Tukey (P<0.05). La linea sobre las barras (I) es el error estandar.

Se encontré diferencia significativa entre los distintos tratamientos evaluados, en el numero
de hojas por planta (P=0.00). La aplicacion del extracto ED65 obtuvo el mismo nimero de
hojas que el control planta sana, mientras que la aplicacion de los extractos ED64, EDG6,
ED67 y BZMW 18 presentaron mayor o igual cantidad de hojas que el control quimico (Figura

22). El uso de extractos de actinomicetos permite mitigar la caida de hojas, debido a la
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interrupcion del proceso infectivo de Xanthomonas, la cual antes de ingresar a la planta se
desarrolla epifitamenté, de tal manera que el extracto evito el crecimiento debido a los

compuestos activos que posee, evitando la perdida de area foliar.
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Figura 22. Numero de hojas 16 dias después de la inoculacién con Xanthomonas vesicatoria
en plantas de chile cultivar Becan. PE= planta enferma; Q= producto quimico; BF= buffer
fosfato; PS= planta sana. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun Tukey (P<0.05). La linea sobre las barras (I) es el error estandar.

5.7.2. Variables fitopatolégicas

Después de la inoculacion con Xanthomonas vesicatoria, las plantas presentaron sintomas
de la enfermedad, como la aparicion de puntos de tonalidad amarillo palido. Se encontré
diferencia significativa entre tratamientos en el nimero de hojas con manchas cloréticas (P
= 0.00), donde se obtuvo 1 hoja con manchas cloréticas con la aplicacion de los extractos
ED64 y ED65, mientras que el ingrediente activo Kasagamicina (5 hojas) presento 2 hojas
con manchas cloréticas menos que el tratamiento de planta enferma (7 hojas). Las plantas
donde se aplico el extracto BZMW18 (a pesar de no presentar actividad in vitro) obtuvo la
misma cantidad de hojas con manchas cloréticas que el control quimico (Figura 23). El buffer
fosfato no influyé en la manifestacién de los sintomas del agente causal Xanthomonas

vesicatoria. Situacidon similar encontrd Ibrahim y Al-Saleh, (2012) al inocular plantas de
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pimiento de cuatro semanas de edad (108 UFC / ml), y rociar agua destilada estéril como
tratamiento de control negativo. Los aislamientos bacterianos causaron lesiones necréticas,
cada una con un halo amarillo, en las hojas de las plantas inoculadas, mientras que las
plantas de control negativo no mostraron sintomas. Rodriguez et al. (2018), encontraron que
el extracto de Streptomyces sp. de la cepa Caat 1-54 fue eficaz en la prevencién de lesiones
del citrico cuando se pulveriza en arboles de vivero de naranja dulce antes de la aplicacion
del inéculo Xanthomonas citri subsp. Citri. El nimero de lesiones del citrico/cm? en las hojas
de los arboles tratados con el extracto Caat 1-54 fue significativamente menor (80—-93%) que

en los arboles rociados con agua o DMSO.
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Figura 23. Numero de hojas con manchas cloréticas 12 dias después de la inoculacion con
Xanthomonas vesicatoria en plantas de chile cultivar Becan. PE= planta enferma; Q=
producto quimico; BF= buffer fosfato; PS= planta sana. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas segun Tukey (P<0.05). La linea sobre las barras (I) es el
error estandar.

Los resultados del analisis de varianza para el numero de hojas con manchas necréticas
mostraron diferencias significativas (P = 0.00), se encontrd que la aplicacion de extractos de
actinomicetos redujo considerablemente el nimero de hojas con manchas necroéticas. Las
plantas con los extractos de ED64 y ED65 no presentaron hojas con manchas necroticas,

ED66 y ED67 solo mostraron una hoja con sintomas, en ambos casos la disminucion de
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hojas necréticas fue significativamente diferente (P = 0.00) a lo obtenido en plantas tratadas
con el producto quimico que presento tres hojas (Figura 24). Los extractos que previamente
no presentaron actividad bactericida contra Xanthomonas vesicatoria in vitro, si mostraron
una disminucion de manchas necroticas cuando se aplicé in planta. Es probable que algunos
extractos presenten ciertos niveles de fenoles, aminoacidos, carbohidratos y proteinas, y
puedan generar una activacion en el mecanismo de defensa en las plantas, lo cual ya se ha

demostrado en Brassica contra bacterias patogenas (Simoh et al., 1988).
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Figura 24. Numero de hojas con manchas necroticas 12 dias después de la inoculacion con
Xanthomonas vesicatoria en plantas de chile. PE= planta enferma; Q= producto quimico;
BF= buffer fosfato; PS= planta sana. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun Tukey (P<0.05). La linea sobre las barras (I) es el error estandar.

Asi mismo, se encontré diferencia significativa entre tratamientos en el numero de hojas
defoliadas (P = 0.00), donde plantas con los extractos de BZMW18, ED64, ED65, ED66 y
EDG67, presentaron sélo una hoja defoliada, resultando estadisticamente iguales a las
plantas sanas; y a su vez obteniendo estadisticamente una menor defoliacién que el
producto quimico (Figura 25-27). La menor defoliacién encontrada en los tratamientos
asperjados con extractos de actinomicetos puede ser debido a que los compuestos activos

generan inhibicion en crecimiento sobre el agente causal Xanthomonas. Mageshwaran et al.
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(2011) encontraron que un metabolito antibacteriano del extracto crudo de Paenibacillus
polymyxa HKA-15 mostr6 una fuerte inhibicion contra Xanthomonas campestris en las cepas
CP-1-1y M-5.
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Figura 25. Numero de hojas defoliadas 12 dias después de la inoculaciéon con Xanthomonas
vesicatoria en plantas de chile cultivar Becan. PE= planta enferma; Q= producto quimico;
BF= buffer fosfato; PS= planta sana. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun Tukey (P<0.05). La linea sobre las barras (I) es el error estandar.

ED@’ ‘ E?64-

0
e edi vl

i

LY
&

a
El

Figura 26. Sintomas fitopatolégicos encontrados a los 16 dias después de la inoculacion de
Xanthomonas vesicatoria, en los tratamientos: planta sana (PS), y los extractos de ED66 y
ED64.
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Figura 27. Sintomas fitopatoldgicos encontrados a los 16 dias después de la inoculacion de
Xanthomonas vesicatoria, en los tratamientos: extractos de ED65, ED67, EZ71, BZMW18,
en el control quimico (Q) y en el control planta enferma (PE).

El analisis no paramétrico Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas entre tratamientos
(Estadistico = 79.9031, valor-P = 0,00) en la sintomatologia observada en plantas de chile.
Después de la infeccion de Xanthomonas vesicatoria, las plantas con los extractos bioactivos
de las cepas de actinomicetos ED 64, ED 65, ED 66 y ED 67 presentaron un nivel de
severidad (P = 0.00) menor que el producto quimico Kasumin® (Figura 28-34). Los extractos
ED64 y EDG5 presentaron un nivel de severidad 0 (planta sana), mismo nivel que el

tratamiento planta sana. Mientras que la aplicacion de los extractos ED66 y ED67, generaron
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Tratamiento

disminuir la severidad a un nivel 3 (presencia de puntos de color amarillo intenso). Los
extractos BZMW18 y EZ71, que no presentaron actividad bactericida in vitro contra
Xanthomonas obtuvieron el mismo nivel de severidad que el control quimico. La aplicacién
de extractos de actinomicetos disminuye la formacion de sintomas debido a que los
compuestos bioactivos que estan presentes y actuan sobre el crecimiento y desarrollo de la
bacteria. El estudio de Das et al. (2018), demuestra que el extracto de actinomiceto de la
cepa EA-PWS52 posee y contiene compuestos fendlicos y acido bencenoacético como
metabolitos dominantes; los cuales son conocidos por su actividad antimicrobiana

(Yogeswari et al., 2012).
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Figura 28. Nivel de severidad con base en la escala de virulencia en plantas de chile cultivar
Becan a 16 después de la inoculacion de Xanthomonas vesicatoria. K= Kasumin®;, PE=
Planta enferma; PS= Planta sana; T= Tampdn fosfato.
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Figura 29. Nivel de severidad obtenido por el extracto de EZ71 con base en la escala de
virulencia en plantas de chile cultivar Becan a 16 dias después de la infeccién con la cepa
BV 801 de Xanthomonas vesicatoria. PS= planta sana; PE= planta enferma; Q= producto
quimico.

Figura 30. Nivel de severidad obtenido por el extracto de ED64 con base en la escala de
virulencia en plantas de chile cultivar Becan a 16 dias después de la infeccion con la cepa
BV 801 de Xanthomonas vesicatoria. PS= planta sana; PE= planta enferma; Q= producto
quimico.
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Figura 31. Nivel de severidad obtenido por el extracto de ED65 con base en la escala de
virulencia en plantas de chile cultivar Becan a 16 dias después de la infeccién con la cepa
BV 801 de Xanthomonas vesicatoria. PS= planta sana; PE= planta enferma; Q= producto
quimico.

Figura 32. Nivel de severidad obtenido por el extracto de ED66 con base en la escala de
virulencia en plantas de chile cultivar Becan a 16 dias después de la infeccién con la cepa
BV 801 de Xanthomonas vesicatoria. PS= planta sana; PE= planta enferma; Q= producto
quimico.
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Figura 33. Nivel de severidad obtenido por el extracto de ED67 con base en la escala de
virulencia en plantas de chile cultivar Becan a 16 dias después de la infeccion con la cepa
BV 801 de Xanthomonas vesicatoria. PS= planta sana; PE= planta enferma; Q= producto
quimico.

BZMW 18

Figura 34. Nivel de severidad obtenido por el extracto de BZMW18 con base en la escala
de virulencia en plantas de chile cultivar Becan a 16 dias después de la infeccién con la cepa
BV 801 de Xanthomonas vesicatoria. PS= planta sana; PE= planta enferma; Q= producto
quimico.
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5.7.3. Variables fisiologicas

Las variables fisiolégicas PAR, NPQt, Phi2 y PhiNPQ, debido a la alta variabilidad entre
repeticiones (homocedasticidad) en cada uno de los tratamientos no fue posible realizar
algun analisis estadistico por lo que solo se presentan los valores medios obtenidos (Cuadro
2), a pesar de encontrar diferencias significativas entre tratamientos. La causa probable de
tal variabilidad puede ser debido al tiempo que duraba en realizarse cada medicién, y por la
hora del dia, debido a que cambia la intensidad de luz, temperatura y humedad, por lo que

no fue posible estandarizar las medidas.

Cuadro 2. Promedio y error estandar de las variables fisiologicas PAR, NPQt, Phi2 y

PhiNPQ.

TRATAMIENTOS PAR NPQt PHi2 PhiNPQ
BZMW 18 44.12+6.81 1.88£0.29 0.52+0.02 | 0.30+0.03
BF 33.39+3.23 1.110.29 0.56£0.02 | 0.210.03
ED 64 36.28+3.94 1.08+0.20 0.57#0.02 | 0.22+0.03
ED 65 35.8+3.95 7.02+2.30 0.35£0.05 | 0.54+0.06
ED 66 38.39+2.83 13.00£7.56 | 0.34+0.06 | 0.55£0.08
ED 67 34.85+4 .23 3.47+0.68 0.43%0.04 | 0.43+0.05
EZ 71 44 474575 0.59+0.06 0.58+0.01 0.15+0.01
Q 36.54+4.51 0.66+0.17 0.6+0.01 0.1540.02

PE 51.47+2.05 0.39+0.03 0.57+0.01 0.12+0.01
PS 37.98+2.45 1.10£0.14 0.5620.01 0.22+0.02

BF= buffer de fosfatos; Q= quimico; PE= planta enferma; PS= planta sana.

5.8. CONCLUSION

En plantas donde se aplicaron extractos de actinomicetos disminuyeron significativamente
la pérdida de area foliar y el numero de hojas dafnadas; asi mismo la sintomatologia que
presentaron fue menor respecto a plantas tratadas con el ingrediente activo kasugamicina.
Las plantas tratadas con los extractos de las ED64 y ED65, mostraron resultados similares

a plantas sanas. Los extractos de actinomicetos, mostraron la capacidad de control bioldgico.
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CONTROL BIOLOGICO DE Pseudomonas syringae pv. phaseolicola CON
EXTRACTOS BIOACTIVOS DE ACTINOMICETOS EN PLANTAS DE FRIJOL EN
CONDICIONES DE INVERNADERO

6.1. RESUMEN

Las plantas, sin importar si estan en la naturaleza o en la agricultura, estan continuamente
expuestas a una gran cantidad de microorganismos. Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola, el agente causante del tizén de halo en frijol (Phaseolus vulgaris L.), es
probablemente el patdégeno bacteriano mas importante del frijol, observandose en la mayoria
de las regiones productoras de frijol en todo el mundo. Es altamente destructiva reduciendo
el rendimiento hasta en un 45% y se produjeron pérdidas adicionales debido a la mala
calidad de las vainas infectadas. Es indiscutible que se necesitan urgentemente nuevos
productos, especialmente antibidticos, para detener y revertir la implacable propagacion de
agentes patdgenos resistentes a los antibidticos. Con el objetivo de evaluar la capacidad de
control bioldgico de los extractos provenientes de actinomicetos sobre el tizon del halo del
frijol, se realizd un experimento bajo condiciones de invernadero. Se evaluaron tres extractos
provenientes de fermentacion sdlida, un control positivo (planta enferma) y un control
negativo (planta sana). Para la inoculacién bacteriana se utilizé la cepa 1448A, asperjando
2 mL de suspension bacteriana a una DOeggo= 2, mediante aspersién foliar. A los 16 dias de
inoculacién con P. syringae pv. phaseolicola, se evaluaron las variables fitopatolégicas:
numero de hojas con manchas, hojas defoliadas, numero de manchas por hoja, ademas de
evaluar el nivel de dafio de las plantas mediante una escala cualitativa ordinal de severidad
de siete niveles. Los resultados mostraron una disminucién significativa en el numero de
hojas con manchas (P = 0.00), en la severidad de la planta (P = 0.00) y en el nUmero de
manchas por hoja (P = 0.00), en las plantas asperjadas con los extractos bioactivos de las
cepas ED65, ED66 y ED67, en comparacion al tratamiento donde solo se asperjé el inoculo
de la cepa 1448A de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (planta enferma). Los
resultados de este experimento confirman y demuestran que los extractos de actinomicetos

con actividad bactericida son una alternativa viable de control biologico.

6.2. ABSTRACT

Plants, regardless of whether they are in nature or in agriculture, are continuously exposed

to a large number of microorganisms. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, the causative

80



agent of halo blight in beans (Phaseolus vulgaris L.), is probably the most important bacterial
pathogen in beans, being observed in most bean-producing regions worldwide. It is highly
destructive reducing yield by up to 45% and additional losses occurred due to the poor quality
of infected pods. It is indisputable that new products, especially antibiotics, are urgently
needed to stop and reverse the relentless spread of antibiotic resistant pathogens. In order
to evaluate the biological control capacity of the extracts from actinomycetes on the bean
blight, an experiment was carried out under greenhouse conditions. Three extracts from solid
fermentation, a positive control (diseased plant) and a negative control (healthy plant) were
evaluated. For bacterial inoculation strain 1448A was used, sprinkling 2 mL of bacterial
suspension at an ODeyo = 2, by foliar spray. After 16 days of inoculation with P. syringae pv.
phaseolicola, the phytopathological variables were evaluated: number of leaves with spots,
defoliated leaves, number of spots per leaf, in addition to assessing the level of damage of
the plants by means of a qualitative ordinal scale of severity of seven levels. The results
showed a significant decrease in the number of leaves with spots (P = 0.00), in the severity
of the plant (P = 0.00) and in the number of spots per leaf (P = 0.00), in the plants sprinkled
with the Bioactive extracts of strains ED65, ED66 and ED67, in comparison to the treatment
where only the inoculum of strain 1448A of Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
(diseased plant). The results of this experiment confirm and demonstrate that actinomycete

extracts with bactericidal activity are a viable alternative for biological control.

6.3. INTRODUCCION

El frijol comun predomina entre las legumbres mas producidas y consumidas en Africa, India,
América Latina y México. Este ultimo es el sitio donde se originaron 47 de las 52 especies
clasificadas del género Phaseolus (Silva-Cristobal et al., 2010). La produccién de frijoles en
todo el mundo en 2017 fue de 31.405 millones de toneladas. Alrededor del 6.39% de la
produccioén se realizé en India, seguido de Myanmar (5.46%), Brasil (3,03%), Estados Unidos
(1,62%), China (1.32%), México (1,18%) (FAOSTAT, 2017).

Las plantas, sin importar si estan en la naturaleza o en la agricultura, estan continuamente
expuestas a una gran cantidad de microbios (An et al., 2017). Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola es una especie bacteriana generalizada que comprende mas de 60 patovares
con un amplio intervalo de huéspedes (Young, 2010). Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola, el agente causante del tizon de halo, es probablemente el patdbgeno bacteriano
mas importante del frijol (Rico et al., 2003), observandose en la mayoria de las regiones

productoras de frijol en todo el mundo. Esta enfermedad es altamente destructiva reduciendo

81



el rendimiento hasta en un 45% y se produjeron pérdidas adicionales debido a la mala

calidad de las vainas infectadas (Arnold et al., 2011).

Se necesitan urgentemente nuevos productos, especialmente antibidticos, para detener y
revertir la implacable propagacién de agentes patdégenos resistentes a los antibidticos (Talbot
et al., 2006). Las bacterias filamentosas que pertenecen al orden Actinomycetales,
especialmente las cepas de Micromomospora y Streptomyces , tienen una capacidad Unica
y comprobada para producir nuevos antibidticos (Bentley et al., 2002; Watve et al., 2001), de
ahi el continuo interés en la deteccion de nuevos metabolitos bioactivos en dichos
organismos (Berdy, 2005; Lazzarini et al.,, 2000), ya que los actinomicetos producen
metabolitos secundarios con diversas actividades bioldgicas (Takahashi y Omura, 2003;
Blunt et al., 2007). Ejemplo de esto es el estudio de Arora et al. (2018) quienes demostraron
que la cepa de Streptomyces sp. (C-7), producia de manera natural el acido nalidixico, que
exhibe una potente actividad antimicrobiana contra E. coliy P. aeruginosa. Mientras que Al-
Dhabi et al. (2019) encontraron que la cepa Al-Dhabi-97 de Streptomyces sp. mostro
actividades antibacterianas pronunciadas contra patégenos Gram positivos y Gram
negativos en medios de cultivo sdlidos y liquidos suplementados con glucosa como la

principal fuente de carbono.

6.4. HIPOTESIS

La aplicacion de extractos de actinomicetos con actividad antibacteriana promovera un
efecto bioprotector contra el tizon de halo en el cultivo de frijol, al disminuir la gravedad y

cantidad de sintomas bajo condiciones de invernadero.

6.5. OBJETIVO

e Evaluar la capacidad de control biolégico de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola

mediante extractos de actinomicetos, en plantas de frijol bajo condiciones de invernadero.

6.6. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos de este capitulo se realizaron en el Laboratorio de Fitopatologia e
Invernadero del IIAF de la UMSNH. Los materiales bioldgicos de este capitulo se obtuvieron

del Laboratorio de Fitopatologia de Biotecnologia Vegetal del CIATEJ.
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6.6.1. Germinacion

Se sembro frijol variedad azufrado en macetas de 2 L de capacidad que contenian una
mezcla esterilizada (120°C a una presion interna de 103 kPa durante 6 h), de suelo, perlita

y vermiculita, en proporcion 2:1:1 (v/v).
6.6.2. Inoculo bacteriano de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola

La cepa 1448A se cultivd en medio liquido KB, en agitacién constante a 200 rpm, a 24°C
durante 36 horas, posteriormente se centrifugé a 10000 rpm durante cinco minutos y lavo
dos veces con agua destilada estéril, el sobrenadante se desecho y la pastilla se resuspendio

en agua estéril, ajustandose a una DOggo= 2 (2x10” UFC mL"").

6.6.3. Preparacion del inéculo de actinomicetos

Las cepas de actinomicetos ED65, ED66 y ED67 se reactivaron en medio PDA-Y, durante
siete dias a 28°C. Se transfirieron dos discos de micelio de 7 mm de diametro a matraces
Erlenmeyer de 125 mL que contenian 25 mL de medio de cultivo PDB-Y, incubados a 200
rom, durante cinco dias, a una temperatura de 28°C. Posteriormente se centrifugd a 13000
rpom durante 10 min; los sedimentos resultantes se lavaron tres veces con agua destilada

estéril y se resuspendieron en 30 mL de agua destilada estéril.

6.6.4. Fermentacion soélida de actinomicetos

Se realiz6é de acuerdo con la metodologia de Ellaiah et al. (2004), en matraces Erlenmeyer
de 250 mL, con 10 g de sémola humedecida con 12 mL de PDB a pH 7. Se anadieron 2 mL
de inéculo (equivalente a 1.2-5.6 mg p / p de masa celular seca), incubandose a 28° C
durante 12 dias. El extracto bioactivo se obtuvo afiadiendo 25 mL de tampdn fosfato (8.06 g
de NaCl L, 0.22 g de KCI L, 1.15 g de Na,HPO,4 L', 0.2 g de KH,HPO, L") a pH 8.0
(Adinarayana et al., 2003), colocandose en un agitador orbital a 200 rpm durante 1 h, y
posteriormente 16 h a 4°C. El contenido de cada matraz se centrifugé a 13000 rpm, durante

20 minutos y finalmente se filtr6 con membrana de 0,22 ym (MILLEX®GP).

6.6.5. Diseino experimental

Se empled un diseno experimental de bloques completamente al azar bajo condiciones de
invernadero (Cuadro 3), donde se evaluaron los extractos bioactivos provenientes de tres
cepas de actinomicetos con actividad antimicrobiana (ED65, ED66 y ED67) y dos controles:

un control negativo (sin inocular la bacteria Psph), un control positivo al cual solo se le aplico
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el inoculo bacteriano (con Psph), resultando 5 tratamientos con seis repeticiones cada uno.

La unidad experimental consistié de una planta de frijol contenido en una maceta.

Cuadro 3. Disefio de tratamientos de control biolégico en frijol contra Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola.

TRATAMIENTO EXTRACTO DE ACTINOMICETO
T1 PS, sin extracto sin Psph
T2 ED 65 con Psph
T3 ED 66 con Psph
T4 ED 67 con Psph
T5 PE sin extracto con Psph

PS: planta sana, PE: planta enferma

6.6.6. Inoculacion de la cepa fitopatégena Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola

A los 56 dias después del trasplante (DDT) se asperjé 2 mL a cada planta de una suspensién
de la cepa 1448A de Pseudomonas syringae a una DOgoo= 2 (2x10” UFC mL™"), a cada uno

de los tratamientos correspondientes.

6.6.7. Aplicacion del extracto bioactivo de actinomiceto

A las 18 horas después de infeccién (DDI) con la cepa 1448A de P. syrinage se aplicaron 2

mL de extracto bioactivo de los actinomicetos, por planta obtenidos bajo fermentacion sélida.

6.6.8. Variables evaluadas
6.6.8.1. Variables fitopatolégicas

Las variables fitopatoldgicas se muestrearon a los 16 dias después de la inoculacion con P.
syringae pv. phaseolicola. Se determind el numero de hojas con manchas cloréticas o
necroéticas, el numero de hojas defoliadas, el numero de manchas por hoja y el nivel de
severidad presentado por la planta, a través de una escala cualitativa de severidad
Candelas-Delgado (2017).

6.6.9. Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las variables de crecimiento, fisiolégicas y algunas fitopatélogias se

les realizd un analisis de varianza y la prueba de comparacion de medias de Tukey con un
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95% de confianza, estos se realizaron en el paquete estadistico Statgraphics Centurion
XV.1I. El nivel de severidad de la enfermedad se someti®é a un analisis no paramétrico
aplicando la prueba de Kruskal-Wallis y para determinar las diferencias estadisticas entre

las medias de los tratamientos se empled un intervalo de confianza del 95% de la mediana.

6.7. RESULTADOS

El analisis de varianza mostro diferencias significativas (P = 0.00) en el nimero de hojas con
manchas necroticas a los 56 dias después de siembra, en los tratamientos donde se aplicé
el extracto de ED65, ED66 y ED67, disminuyendo al menos en un 62% (5 hojas) la presencia
de sintomas en comparacion con plantas donde solo se asperjo el inoculo de la cepa 1448A
(Figura 35). Plantas inoculadas con el extracto de ED66 obtuvieron la menor cantidad de
hojas necroéticas siendo estadisticamente igual al control negativo (planta sana). Existe una
disminucion en la presencia de hojas con manchas necréticas debido a los compuestos
bioactivos que posee el extracto de actinomicetos (Azman et al., 2016), lo cual evita que
Pseudomonas syringae se propague, pueda ingresar a la planta y se multiplique dentro del
apoplasto (Xin y El, 2013), y aparezcan los sintomas del tizén de halo del frijol (Meng y
Zhang, 2013).
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Figura 35. NUumero de hojas con manchas necréticas 16 dias después de la inoculaciéon con
P. syringae pv. phaseolicola en plantas de frijol. PE= planta enferma; PS= planta sana.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (P<0.05).
La linea sobre las barras (I) es el error estandar.
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Respecto al numero de manchas por hoja, el analisis mostré diferencias significativas (P =
0.00) entre tratamientos. Se encontré un menor numero de manchas por hoja a los 56 dias
después de siembra en las plantas donde se aplico el extracto de ED65, ED66 y ED67,
disminuyendo significativamente (P = 0.00); al menos en un 75% (5 hojas) la presencia de
sintomas en comparacion al control positivo, donde solo se asperjo el inoculo de la cepa
1448A (Figura 36). Las plantas con el extracto de ED66 obtuvieron la menor cantidad de
hojas siendo estadisticamente igual al control negativo (planta sana). Existe una diminucion
en danos debido a la actividad antibacteriana que poseen los extractos de actinomicetos, lo
cual ha sido registrado en aislamientos de Streptomyces como: S. virginiae (virginiamicina);
S. nojiriensis (estreptotricina); S. zaomyceticus (zaomicina) y S. parvulus (borrelidin) de
acuerdo a Miyashiro et al., 1983; Olano et al., 2004; Pulsawat et al., 2007; Wang et al., 2013.
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Figura 36. Numero de manchas por hoja 16 dias después de la inoculacion con P. syringae
pv. phaseolicola en plantas de frijol. PE= planta enferma; PS= planta sana. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (P<0.05). La linea sobre las
barras (I) es el error estandar.

Para la variable de hojas defoliadas el analisis mostré diferencia (P = 0.00), entre los

tratamientos (Figura 37). No se observé una disminucion en la defoliacion por la aplicacién
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de los extractos de actinomicetos, las plantas tratadas con el extracto ED66 presentd la
misma defoliacion que las plantas sin extractos. Por el contrario, las plantas tratadas con los
extractos ED65 y ED67 mostraron una mayor defoliacion. Esto es debido posiblemente a un
efecto fitotdxico por parte de los extractos de actinomicetos, los cuales pueden generan un
desprendimiento foliar, como se encontré en ensayos previos (Figura 21), donde se not6 un
efecto fitotdxico sobre las plantas de chile asperjadas con el extracto ED64, el cual genero

defoliacion.
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Figura 37. Numero de hojas defoliadas 16 dias después de la inoculacién con P. syringae
pv. phaseolicola en plantas de frijol. PE= planta enferma; PS= planta sana. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (P<0.05). La linea sobre las
barras (I) es el error estandar.

Para la comparacién visual en base a la escala de virulencia, el analisis no paramétrico
Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas (Estadistico = 22.0906, valor-P = 0,0002).
Después de la infeccion de P. syringae los extractos bioactivos de las cepas de
actinomicetos ED 65, ED 66 y ED 67 presentaron un nivel de severidad menor que el control
positivo donde solo se asperjo el inoculo de la cepa 1448A (Figura 38), donde el extracto
EDG66 presentd un nivel de severidad 0 (sana, no inoculada con1448A), mismo nivel que el
tratamiento planta sana. Mientras que la aplicacion del extracto ED67 presento un nivel de
severidad 1 (halos: manchas cloréticas o necréticas muy pequenas) y el extracto ED65 un

nivel de severidad 2 (manchas cloréticas con necrosis en el centro). Se manifestd sintomas
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de la enfermedad Uunicamente en las hojas viejas y maduras (Figura 39-40), a pesar de haber
asperjado por completo la planta, debido a que son mas susceptibles que las hojas jovenes.
Se requiere de condiciones ambientales adecuadas, como temperatura y humedad, para
obtener un mayor crecimiento epifito de la bacteria P. syringae (Hirano y Upper, 2000),
multiplicacién agresiva dentro del apoplasto (Xin et al., 2016), y temperatura no mayor a
(Smirnova et al., 2001), situacién que no se tuvo, y por tanto, no se obtuvo un crecimiento

agresivo de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola.
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Figura 38. Nivel de severidad con base en la escala de virulencia en plantas de frijol a 16
después de la inoculacion de P. syringae. PE= Planta enferma; PS= Planta sana.
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Figura 39. Nivel de severidad obtenido por los extractos de ED67, ED66 y ED65 después
de la infeccidon con la cepa 1448A de P. syringae pv. phaesolicola. PS= planta sana; PE=
planta enferma.
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Figura 40. Nivel de severidad obtenido por los extractos de ED67, ED66 y ED65 con base en la escala de virulencia en frijol a 16 dias después
de la infeccion con la cepa 1448A de P. syringae. PS= planta sana; PE= planta enferma.
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6.8. CONCLUSION

En plantas donde se aplicaron extractos de actinomicetos disminuyeron significativamente
el numero de hojas dafiadas; la presencia de manchas por hoja, y el niumero de hojas
defoliadas, asi mismo la sintomatologia que presentaron fue menor respecto al control planta
enferma. Las plantas tratadas con el extracto ED66, mostro resultados similares a la planta
sana en cuanto a numero de hojas dafiadas. Los extractos de actinomicetos, mostraron la

capacidad de control bioldgico, a pesar de tener dafos por fitotoxicidad.
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VII. DISCUSION GENERAL

Los actinomicetos son un grupo de bacterias del suelo con amplio potencial para ser
utilizados como agentes de control biolégico de enfermedades de plantas (Franco-Correa,
2008). La busqueda de nuevas cepas con actividad antimicrobiana contra agentes
fitopatbgenos ha tomado un mayor interés principalmente por la gran diversidad de
antibiéticos, compuestos bioactivos y enzimas extracelulares que inhiben el crecimiento y
desarrollo de muchos agentes fitopatégenas de importancia econémica (Evangelista-
Martinez, 2011), entre ellos Xanthomonas vesicatoria agente causal de la mancha foliar
bacteriana (Constantin et al., 2016). Los resultados mostrados en el primer capitulo de éste
trabajo, permitieron comprobar la hipotesis de que diferentes cepas de actinomicetos tienen
capacidad para inhibir el crecimiento de diferentes bacterias fitopatégenas en condiciones in
vitro. Donde el 91% de las cepas de actinomicetos evaluadas presentaron actividad
antimicrobiana contra al menos una bacteria fitopatégena en confrontaciéon dual, destacando
la cepa ED 65 que inhibid el crecimiento de Xanthomonas vesicatoria, Pseudomonas
syringae pv. phaesolicola, Dickeya dadantii, y Erwinia amylovora, en un porcentaje minimo
del 71%. Estos resultados confirman que los actinomicetos especialmente el género
Streptomyces tiene cualidades para el biocontrol de patégenos, debido a su intensa actividad

antagonista a través de la produccion de varios metabolitos (Xiao, 2002).

Con base en lo anterior los actinomicetos son potencialmente aplicables como agentes de
control biolégico de enfermedades de plantas, ya que los microorganismos antagonistas
como los actinomicetos exhiben varios mecanismos que incluyen la produccion de
antibiéticos, enzimas que degradan la pared celular y parasitismo e induccion de resistencia
del huésped (Palaniyandi et al., 2013). Sin embargo, para realizar una aplicacién de
extractos de actinomicetos in planta, es necesario realizar ensayos de confrontacién in vitro,
con la finalidad de determinar si existe la produccion y extraccion de compuestos activos, y
si el tipo de actividad es bactericida, bacteriostatico o ambos. En este sentido los resultados
del capitulo dos de esta tesis mostraron que los extractos de cepas de actinomicetos
obtenidos bajo fermentacién liquida y semisdlida no presentan actividad bactericida, debido
a que la produccion de metabolitos secundarios es un proceso influenciado por varios
factores fisico-quimicos que incluyen el suministro de nutrientes, la oxigenacion, la
temperatura y el pH (Olano et al., 2008), y correlacionada con la etapa de esporulacion la

cual requiere de ciertas condiciones para activarse (Jones y Elliot, 2017), condiciones que

94



no se logré bajo fermentacion liquida y semisoélida, que le permitieran completar su ciclo de
vida. Se present6 actividad bactericida en todas las bacterias fitopatogenas Unicamente bajo
la fermentacion sélida. Estos resultados corroboran y reafirman los obtenidos por Ellaiah et
al. (2004) quienes mostraron que la fermentacion solida condujo a una mayor produccion de
neomicina que bajo fermentacion liquida o sumergida, mediante una cepa de Streptomyces
marinensis, mientras que Castilho et al. (2000) encontraron que la produccién de lipasa por
Penicillium restrictum resulté econdmicamente mas ventajosa en fermentacion sélida que en

fermentacion liquida.

Se buscd identificar si en el extracto de ED65 existen uno o mas compuestos con actividad
bactericida contra Xanthomonas vesicatoria, para lo cual se realizé una bioautografia directa
combinada con cromatografia en capa fina (TLC), un método de deteccion rapido y sensible
para la deteccion de compuestos antimicrobianos, utilizando sistemas de disolventes de
baja, mediana y alta polaridad. Se generé movilidad y separacién de compuestos con los
distintos sistemas de disolventes. La bioautografia permitié identificar mas de un compuesto
activo, obteniendo mayor movilidad de los compuestos activos con un sistema de disolventes
de polaridad media a alta, logrando con los sistemas Metanol: Agua 6: 4; Metanol: Acetona

9: 1; y Metanol: Agua: Acetona 6:2:2 separar y movilizar al menos un compuesto activo.

Para corroborar lo observado in vitro se debe realizar ensayos in planta, para lo cual se
necesita tener bien caracterizada la enfermedad bajo las condiciones de experimentacion,
por tanto, en el capitulo cuatro se generd una escala cualitativa de severidad, ya que
determinar la gravedad de la enfermedad en las plantas es fundamental en muchos
aspectos, principalmente en estudios de patologia vegetal. Siendo la evaluacién visual el
método que se usa mas ampliamente para evaluar la gravedad de una enfermedad, ya que,
por medio de esta, es posible estimar de forma visual el area enferma o una sintomatologia

especifica en una hoja u otro érgano vegetal respecto a una planta sana.

En el capitulo cinco se encontrd que los extractos provenientes de las cepas ED64, ED65 y
EDG66, presentaron una perdida en area foliar y peso seco menor a la obtenida por el
ingrediente activo kasugamicina, donde el grado de defoliacion y fitotoxicidad fueron las
variables de mayor influencia, ya que, a pesar de presentar el mismo numero de hojas en
algunos tratamientos, la fitotoxicidad retardo el crecimiento, el tamano de la hoja y, por tanto,
el peso seco, lo cual se corrobora con el estudio de El-Hendawy et al. (1999), donde

inocularon hojas de tomate con Xanthomonas, y obtuvieron como resulté una reduccion
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significativa en el peso fresco y seco de las plantas de melén como resultado de la
inoculaciéon con el patégeno bacteriano. Después de la inoculacion de Xanthomonas
vesicatoria, las plantas inoculadas presentaron sintomas de la enfermedad, donde se obtuvo
una hoja con manchas cloréticas con la aplicacion de los extractos ED64 y ED65, mientras
que el ingrediente activo Kasagamicina (5 hojas) presento 2 hojas con manchas cloréticas
menos que el control planta enferma (7 hojas). El extracto de BZMW18, a pesar de no
presentar actividad in vitro antes de la aplicaciéon logro obtener la misma cantidad de hojas
con manchas cloréticas que el control quimico. El buffer de fosfatos no influyd en la
manifestacion de los sintomas del agente causal Xanthomonas vesicatoria. Situacion similar
encontré Ibrahim y Al-Saleh, (2012) al inocular plantas de pimiento de cuatro semanas de
edad (108UFC / ml), y rociar agua destilada estérii como tratamiento de control
negativo. Situacion similar se obtuvo contra Pseudomonas syringae en el capitulo seis donde
la aplicacion de extractos bioactivos genera una disminucion en el nimero de manchas por
hojas y el numero de hojas con sintomas en plantas de frijol. Siendo resultados relevantes
que reafirman lo encontrado por Rodriguez et al. (2018), quienes encontraron que el extracto
de la cepa Caat 1-54 de Streptomyces sp. fue eficaz en la prevencién de lesiones del citrico
cuando se pulveriza en arboles de vivero de naranja dulce antes de la aplicacion del indculo
Xanthomonas citri subsp. Citri, donde el nimero de lesiones del citrico/cm? en las hojas de
los arboles tratados con el extracto Caat 1-54 fue significativamente menor (80—-93%) que

en los arboles rociados con agua o DMSO.

VIIL. CONCLUSION GENERAL

Se encontré actividad bactericida en 41 cepas de actinomicetos al ser evaluadas frente a
cuatro especies de bacterias fitopatdgenas. Solo los extractos provenientes de fermentacion
solida lograron inhibir el crecimiento de las bacterias fitopatégenas en distinta proporcién. El
actinomiceto ED 65 presentd el mayor porcentaje de inhibicion en las cuatro especies de
bacterias fitopatdgenas en estudio, mostrando valores muy similares a los obtenidos por el
antibiético “sulfato de gentamicina”. Cada cepa de actinomiceto mostré respuesta distinta de

una bacteria a otra.

Los extractos de actinomicetos con actividad bactericida son una alternativa viable de control
biologico del tizon de halo en frijol azufrado, generando disminucion en el numero de
manchas necréticas por hoja y el nUmero de hojas con manchas necréticas. Encontrando un

mayor control con el extracto ED 66, donde se redujo a cero el nimero de hojas con manchas
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necréticas. Mientras que en plantas de chile se obtiene una disminucién en el nimero de
manchas cloréticas y necroticas en comparacion al quimico Kasumin®. Obteniendo los
mejores resultados con el extracto de ED 65, donde no se presenta manchas necroéticas, ni
hojas defoliadas. Se encontré correlacion de los resultados obtenidos in vitro a los de in
planta, las cepas que generaron mayor porcentaje de inhibicion en crecimiento in vitro

obtuvieron mayor control biolégico in planta.

IX. PERSPECTIVAS

Ante los resultados encontrados en este trabajo, es necesaria la evaluacién de los extractos
de actinomicetos en condiciones de campo donde la interaccion de multiples factores
biéticos y abidticos pudiera afectar el biocontrol de ésta enfermedad. Ademas de evaluar in
vitro la promocion de crecimiento de las cepas en estudio, y de existir evaluar esta promocién

bajo condiciones de invernadero y campo, donde se requiere de un manejo integrado.

La aplicacién de extractos de actinomicetos en el control biolégico de la mancha bacteriana
del chile constituye una herramienta importante en el desarrollo de nuevas estrategias de
manejo dentro de la agricultura sustentable, pero hace falta identificar los compuestos
activos, en la mayoria de las cepas, debido a que el efecto antimicrobiano esta en funcion

de las cepas fitopatdgena, la condicion de manejo y la especie vegetal evaluada.

Asimismo, se sugiere la evaluacion de los extractos de las cepas de actinomicetos restantes,
en condiciones in planta. Ademas, es necesaria la identificacion de las especies de

actinomicetos con mayor actividad.
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Desarrolio de sintomas en piantas de chile cultivar Becan, infectadas con la cepa BvBD1 de Xanthomonas vesicatoria. A, planta sena; B
- G, plantas con nivel creciente de I3 enfermedad. Autor: Juan Carlos Rico Agullar.
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