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Resumen

Las actinobacterias son microor-
ganismos que participan activamente
en la descomposicién de la materia
orgdnica de los suelos. La importancia
de estas bacterias radica en que algunas
especies producen metabolitos bioactivos
empleados en el tratamiento de enferme-
dades provocadas por microorganismos
patégenos. El presente estudio tuvo la fi-
nalidad de aislar actinobacterias del suelo
y evaluar su capacidad para producir
compuestos que tengan el potencial para
combatir microorganismos fitopatégenos
que causan enfermedades a plantas de
interés comercial. A las cepas aisladas
se les determiné la actividad inhibitoria
contra bacterias y hongos patégenos, asf
como la produccién de enzimas hidroliti-
cas. Mediante experimentos in vitro se
detectaron aislados que inhibieron a las
bacterias Pectobacterium carotovorum,
Bacillus pumilus y Pseudomonas syringae;
sélo un aislado inhibié a los tres patége-
nos. Algunos de estos aislados también
inhibieron el crecimiento de los hongos
fitopatégenos Fusarium solani, F. oxys-
porum, F. oxysporum f. sp. lycoperisici y
Phythophthora capsici. Veinticuatro de
las actinobacterias aisladas presentaron
actividades enzimdticas de quitinasa,
xilanasa y celulasa. Los resultados mostra-
dos dan una perspectiva interesante sobre
el potencial biotecnolégico que presentan
las actinobacterias nativas de México en el
desarrollo de nuevos productos que sean
empleados para el control biolégico de las
enfermedades que afectan a los cultivos de
importancia para la alimentacién.

Palabras clave: Streptomyces, metabolitos
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Abstract

Actinobacteria are soil microorganisms
that play an important role in the
decomposition of organic matter of soils.
These bacteria are of great importance
as some species produce bioactive
metabolites used in the treatment of
diseases produced by pathogenic
microorganisms. The present study aims
to isolate soil actinobacteria and evaluate
their potential to produce compounds
to fight against phytopathogenic
microorganisms which cause diseases in
crops. The antimicrobial activity against
bacterial and fungal pathogens, and
the ability to produce hydrolytic enzymes
was assessed. In vitro experiments were
carried out fo detect inhibitory isolates
over Pectobacterium carotovorum, Bacillus
pumilus and Pseudomonas syringae;
only one isolate inhibited the three
pathogens. Additionally, some isolates
inhibited the growth of Fusarium solani, F.
oxysporum, F. oxysporum f. sp. lycoperisici
and Phythophthora capsici. Twenty-four
actinobacteria isolates exhibited chitinase,
xylanase, and cellulase activities. The
above results provide an interesting
perspective on the biotechnological
potential of actinobacteria of Mexican
soils for the development of new products
that could be used for the biocontrol
of microbial diseases of food crops.

Keywords: Streptomyces, secondary meta-
bolites, antifungal, phytopathogen, biological
control

Résumé

Les actinobactéries sont des microor-
ganismes qui participent activement 4 la
décomposition de la matiére organique des
sols. L'importance de ces bactéries vient
du fait que certaines espéces produisent
des métabolites bioactifs utilisés pour le
traitement de maladies provoquées par
des microorganismes pathogénes. La pré-
sente étude a eu comme objectif d’isoler
les actinobactéries du sol et d’évaluer leur
capacité & produire des composés ayant le
potentiel de combatire les microorganismes
phytopathogénes qui causent des maladies
& des plantes d’intérét commercial. On a
frouvé chez les souches isolées une activité
inhibitoire contre les bactéries et les champi-
gnons pathogénes ainsi que la production
d’enzymes hydrolytiques. Au moyen d’expé-
riences in vitro on a détecté des souches
isolées qui ont inhibé les bactéries Pectobac-
terium carotovorum, Bacillus pumilus y Pseu-
domonas syringae; seulement une souche a
inhibé les 3 pathogénes. Certaines de ces
souches ont également inhibé la croissance
des champignons phytopatogénes Fusarium
solani, F. oxysporum, F. oxysporum f. sp.
lycoperisici y Phythophthora capsici. 24 des
actinobactéries isolées ont présenté des
activités enzymatiques de chitinase, xylanase
et cellulase. Les résultats obtenus donnent
une perspective intéressante sur le potentiel
biotechnologique que présentent les actino-
bactéries natives du Mexique dans le déve-
loppement de nouveaux produits employés
pour le contréle biologique des maladies
qui affectent les cultures importantes pour
["alimentation.

Mots-clés: Streptomyces, métabolites se-
condaires, antifongique, phytopathogéne, con-

tréle biologique.
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Introduccion

Las actinobacterias pertenecen a un grupo de
bacterias muy diverso que se encuentran distribuidas
en distintos ambientes en los cuales desempefian
una funcién ecolégica importante descomponiendo
la materia organica del suelo. Estas bacterias se
describen como microorganismos Gram positivos,
en su mayoria aerobias, algunos grupos presentan
desarrollo y crecimiento unicelular, aunque un
buen nimero de especies presentan crecimiento
miceliar filamentoso formado por hifas enramadas
no septadas. En el caso del género Streptomyces,
el micelio filamentoso se diferencia en micelio
aéreo que puede ser de los tipos: a) Rectiflexible,
micelio que presente la cadena de esporas recta o
ligeramente curva; b) Retinaculiaperti, micelio recto
con la cadena de esporas en forma de gancho o asas
abiertas; ¢) Espiral, micelio que presenta la cadena de
esporas en espirales que pueden ir de estar abiertos
a completamente cerrados (Figura 1). En algunas
ocasiones las esporas pueden ser empleadas para
la clasificaciéon taxonémica de las especies tomando
en cuenta la presencia y tipo de ornamentaciones
externas y la forma (esférica, cilindrica u oval)
(Li, Chen, Jiang, Jiang, 2016). La apariencia de la
colonia es otra caracteristica que contribuye con la
identificacion genérica y descripcién de la especie de
interés, entre las cuales tenemos la forma, coloracién,
aspecto (rugoso, liso, polvoso), consistencia (rigida,
fragmentada), produccién de pigmentos, entre otras
caracteristicas que suelen ser importantes para
una clasificacién y manejo de las cepas (Van Hop,
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Sakiyama, Binh, Otoguro, Han, Miyadoh, Luong, Ando,
2011; Figura 2).

Desde el punto de vista biotecnoldgico, la importancia
de este grupo de bacterias radica en su capacidad
para producir moléculas con aplicaciones en me-
dicina, agricultura y veterinaria. Sin lugar a dudas el
aspecto mas estudiado se refiere a la produccién de
antibiéticos y otras moléculas bioactivas; de los méas
de 10,000 compuestos catalogados, poco mas de
7,600 provienen de especies del género Streptomyces
(Bérdy, 2005). Estos datos indican que las bacterias
del grupo de los actinomicetos (principalmente del
Orden Actinomycetales) son el principal grupo de or-
ganismos productores de metabolitos, con el género
Streptomyces a la cabeza y detrds especies de los
géneros Micromonospora, Actinomadura, Streptover-
ticillium, Actinoplanes, Nocardia, Saccharopolyspora
y Streptosporangium. Un metabolito secundario muy
facil de reconocer por la mayoria de las personas, es
aquel que le confiere al suelo el olor caracteristico a
tierra mojada durante un dia lluvioso, este metabolito
llamado geosmina es sintetizado por un buen nimero
de especies de estreptomicetos en las cuales cumple
funciones fisioloégicas durante el proceso de diferen-
ciacién celular (Schéller, Giirtler, Pedersen, Molin,
Wilkins, 2002). Ademés de la produccién de metabo-
litos secundarios con actividad biolégica, también se
les reconoce por producir diversas enzimas extrace-
lulares como las lipasas, fosfolipasas, nucleasas,
proteasas, amilasas, quitinasas, lignina-hidrolasas,
celulasas, entre otras (Chaudhary, Soni, Shrivastava,
Shrivastava, 2013).

UAEH 28KV

Figura 1. Desarrollo de micelio aéreo y produccién de esporas de dos especies del género Streptomyces. a) Cadena de esporas tipo rectiflexibles; b) Cadena de

esporas tipo espiral (—). Microfotografias tomadas con Microscopio Electrénico de Barrido Joel France, Model 6300 (Dr. Zahaed Evangelista-Martinez y Dr. Juan

Hernandez-Avila de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo).
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Figura 2. Diferencias morfoldgicas entre las Actinobacterias aisladas creciendo en medio agar ISP2 durante 21 dias. a) ACT-55; b) ACT-2; ¢) ACT-26; d) ACT-28.

Las especies del género Streptomyces se distribuyen
ampliamente en el suelo y agua, en el primer caso se
han aislado desde suelos considerados moderados
hasta suelos acidos y alcalinos, pasando por suelos
haléfilos, suelos de la Antartida, suelos marinos y
lacustres; del agua se han aislado de rios y mares de
diferentes regiones del mundo (Srivibool y Sukchoti-
ratana, 2006; Hoang, Lee, Tseng, Chu, 2007; Ghorbani-
Nasrabadi, Greiner, Alikhani, Hamedi, Yakhchali, 2013;
Gebreyohannes, Moges, Sahile, Raja, 2013; Cheah,
Lee, Chieng, Wong, 2015; Garcia-Bernal, Campa-Cor-
dova, Saucedo, Casanova-Gonzalez, Medina-Marrero,
Mazén-Suéastegui, 2015). La principal razén por la
que se llevan a cabo estudios en diversos ambientes,
refleja la intensa busqueda cientifica por encontrar
moléculas con estructuras quimicas novedosas que
puedan tener nuevas aplicaciones (Ling, Schneider,
Peoples, Spoering, Engels, Conlon, Mueller, Schéaberle,
Hughes, Epstein, Jones, Lazarides, Steadman, Cohen,
Felix, Fetterman, Millett, Nitti, Zullo, Chen, Lewis,
2015). En la actualidad, estas investigaciones se estan
enfocando a aislar nuevas especies de ambientes
terrestres extremos y ambientes marinos de manera
simultanea a estrategias de recuperaciéon de nuevas
especies aplicando tratamientos fisicos y quimicos a
las muestras de suelo previo a la inoculacién en los
medios selectivos de aislamiento (Basilio, Gonzalez,
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Vicente, Gorrochategui, Cabello, Gonzélez, Geniloud,
2003; Tiwari y Gupta, 2013). Considerando lo antes
expuesto, el presente estudio tuvo la finalidad de
aislar actinobacterias de suelos de campos de cultivo
de chile localizados en el Estado de Aguascalientes y
evaluar su capacidad para inhibir el crecimiento de
bacterias y hongos patégenos de plantas. Aunado a
lo anterior, se determiné la actividad enzimatica ex-
tracelular de las cepas aisladas, tomando en cuenta la
participacion que se ha documentado de las enzimas
quitinasas, celulasas y proteinasas como factores
importantes en el control biolégico de organismos
fitopatégenos. Con esta informacién, se podra vis-
lumbrar el potencial de este grupo de bacterias para
investigaciones futuras encaminadas al estudio de
los mecanismos que participan en la proliferaciéon de
los microorganismos patdégenos y poder desarrollar
un producto que pueda ser aplicado para el control
biolégico de las enfermedades que afectan a los
cultivos.

Materiales y métodos

Obtencion de muestras

Los muestreos de suelos se realizaron en campos
de cultivo donde se siembran y rotan plantas de vid,
frijol y chile de diferentes variedades, localizados en
el municipio de Cosio en el Estado de Aguascalientes.
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En estos campos de cultivo se tienen antecedentes
de problemas severos de marchitez en chile serrano
provocados por Phytophthora capsici. En total se
obtuvieron ocho muestras de suelo de rizésfera y
una mas obtenida del Cerro del Muerto ubicado en el
Municipio Jests Maria, las cuales fueron mantenidas
a temperatura ambiente y transportadas el mismo
dia al laboratorio (Tabla 1). Las muestras fueron
procesadas durante las primeras 72 horas posteriores
a su obtencioén.

Microorganismos patégenos

Las bacterias que se emplearon fueron Bacillus pumi-
lus y Pectobacterium carotovorurn mantenidos en agar
nutritivo, mientras que Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (Psph) en agar King. Las dos primeras
fueron aisladas de plantas de agave y la tercera de
plantas de frijol. Los hongos fitopatégenos para los
experimentos de antagonismo fueron Fusarium sp.
CDBB:1172 (Coleccién Nacional del CINVESTAV-IPN),
F. oxysporum, F. oxysporum f. sp. lycopersici, Fusarium
sp. 1326, F. solani y Phytophthora capsici, mantenidos
en agar papa dextrosa (PDA DIFCO®). Exceptuando
ala cepa de Fusarium sp CDBB:1172, todas las demas
cepas son patégenos que pertenecen al laboratorio
de Biotecnologia Vegetal de la Unidad Zapopan del

CIATEJ que fueron aislados de distintas plantas enfer-
mas, las dos primeras de plantas de tomate, la cepa
1326 de tallo de maiz y las ultimas dos especies de
plantas de chile serrano.

Aislamiento de actinobacterias

Los medios de cultivo empleados fueron Agar Glicerol
para Aislamiento de Actinomicetos (AIA-DIFCO®),
y agar International Streptomyces Project No. 2 y
3 (Shirling y Gottlieb, 1966). Todos los medios se
complementaron con 50 pg/ml de ciclohexamida
(Sigma-Aldrich® No. 18079) y 12.5 pg/ml de acido
nalidixico (Sigma-Aldrich® No. N4382). Las muestras
de suelo recibieron un tratamiento térmico a 80°
C por 30 minutos de acuerdo a lo mencionado por
Takahashi y Omura (2003). Posteriormente, 10 gr
de suelo se mezclaron con 90 ml de agua destilada
estéril y se agitaron por espacio de 1 hr a 100 rpm.
Se prepararon en agua destilada estéril diluciones
seriales hasta 1 X 10%; 0.1 ml de cada dilucién se
distribuy6 en placas Petri con medios de cultivo.
Las placas inoculadas se incubaron a 29° C por 4-5
semanas (Evangelista-Martinez, 2014a). Las colonias
que emergieron fueron seleccionadas de acuerdo a
los rasgos morfoldgicos distintivos del grupo (Holt,
Krieg, Sneath, Staley, Williams, 2000). Las colonias

Tabla 1. Actinobacterias aisladas de diferentes suelos del Estado de Aguascalientes diferenciadas con base en las caracteristicas morfolégicas de las colonias.

ACT aislados por medio de

. Localizacion
Aislados

Muestra*  Tipo de cultivo cultivo™ - . (UTM)
15P2 | IsP3 | AIA | Vool
S1 Rotacién de chile-maiz 5 1 3 14 Q 190890 2437085
S2 Chile ancho y hungaro; rotacion 10 1 - 10 13 Q779312 24?5683|
con parras y vid
83 Rotacion de chile, maiz y frijol 5 5 “
54 Rotacion de chile pasilla y frijol 2 1 3 “
S5 Parcela donde sélo se ha cultivado 4 3 “
alfalfa
S6 Cultivo de chile pasilla 5 2 1 ] 13 Q 780003 2475419
57 Rotacion de chile-frijol, frijol-vid ¥ 8 6 10 13 Q 781572 2477325
chile-vid
S8 Cultivo de frijol 10 2 2 11 “
SCM Suelo rizosférico de mezquite del 7 3 1 7 13 Q 773769 2424090

Cerro del Muerto

* S1 al S8 corresponden a suelos rizosféricos de parcelas de cultivo; SCM, Cerro del Muerto. * El nimero de

actinobacterias (ACT) registradas se obtuvo por seleccién de colonias con rasgos morfolégicos diferentes entre

ellas. * La viabilidad de los aislados se determiné haciendo una resiembra en medio de cultivo agar IPS2 seis

meses posterior al aislamiento primario.
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se transfirieron al agar ISP2 en repetidas ocasiones
hasta obtener cultivos puros; las esporas y el micelio
de cada aislamiento se preservaron en glicerol al 20
% (v/v) a - 20 °C. Para la realizacion de las distintas
evaluaciones de actividad biolégica, para cada
cepa se preparé un inoculo general (IG) de esporas
o micelio en glicerol al 20 % (v/v) para tener una
suspension final de concentraciéon 1.0 X 108 esporas/ml.

Evaluacion de la actividad antibacteriana
Las actinobacterias aisladas se crecieron en placas
Petri con agar ISP2 y se mantuvieron por 14 dias a
29 °C. Posteriormente, las placas con los cultivos se
colocaron de manera invertida por 30 minutos dentro
de una camara sellada que contenia cloroformo y
enseguida de cada una se tomaron discos de agar de
0.6 mm de diametro (Singh, Sharma, Talukdar, 2014).
Los discos fueron depositados sobre las placas Petri
inoculadas con las distintas bacterias. Esta evaluaciéon
de actividad antibacteriana se realiz6 por el método
del disco de agar, de acuerdo al método de la CLSI
(2012). Las suspensiones con las bacterias se pre-
pararon en caldo nutritivo o caldo King, a partir de
un cultivo crecido por 18 horas, para tener una con-
centracién final de 1 X 106 UFC/ml- Posteriormente,
0.1 ml de la suspensién bacteriana se dispers6 en
placas de medio de cultivo para cada especie y una
vez que se absorbi6 el cultivo se colocaron los discos
de agar mencionados previamente. Las placas Petri se
incubaron a 37 °C y después de 24 horas se midi6 el
diametro del halo de inhibicién. Los experimentos se
realizaron por triplicado en todos los casos.

Efecto inhibitorio contra los hongos fi-
topatégenos

El efecto inhibitorio de las actinobacterias sobre el
crecimiento de los hongos fitopatégenos se realizd
sobre placas Petri con medio de agar nutritivo (AN)
(Evangelista-Martinez, 2014a-b). Cerca del borde de
la placa Petri se inocularon 2 pl de la suspensién de
esporas del IG y enseguida se deposité un bloque de
agar PDA de 0.4 X 0.4 cm cubierto completamente con
el micelio activo del hongo en crecimiento. Las placas
se mantuvieron por 7 dias a 29 °C y posteriormente
a este periodo de tiempo se midi6é el crecimiento
del micelio del hongo en direccién a la colonia de la
actinobacteria. El porcentaje de inhibicién (PI) se de-
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terminé de acuerdo a la formula: PI (%) = FR - AR/FR
x 100, en donde FR representa el radio de crecimiento
del hongo (mm) del cultivo control y AR representa
el radio de la distancia del crecimiento del hongo en
direccién de la colonia de las actinobacterias (mm).
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Determinacién de la actividad
enzimatica

La actividad enzimatica extracelular de quitinasa, ce-
lulasa y xilanasa se realiz6 empleando el medio base
ISP9 (HiMedia®) complementado con 1 % (p/v) de
quitina de cascara de camar6n (Sigma-Aldrich® No.
C7170), carboximetil celulosa sédica (Sigma-Aldrich®
No. 419273) y xilano de abedul (Sigma-Aldrich® No.
X4252), respectivamente. 2 pl del IG se depositaron al
centro de las placas y mantuvieron por 8 dias a 29 °C.
La actividad enziméatica se detecté empleando la so-
lucion de yoduro de la tincién Gram (Kasana, Salwan,
Dhar, Dutt, Gulati, 2008). El Indice Enzimético (IE) de
cada cepa se obtuvo a partir de la relacién “didametro
del halo de hidrélisis/didametro de la colonia”. Todos
los resultados de esta seccion fueron realizados por
duplicados (Evangelista-Martinez, 2014b)

Bioautografia por cromatografia en capa
fina

La actividad inhibitoria de los metabolitos secundarios
producidos por una cepa seleccionada se llevo a
cabo mediante un experimento de bioautografia (De-
wanjeea, Gangopadhyayb, Bhattacharyaa, Khanraa,
Duaa, 2015). Inicialmente, 20 pl del IG se inocul6 al
centro de un filtro Durapore® de 0.45 ym y 47 mm
de diametro (HVLP04700), que previamente fue co-
locado sobre una placa Petri con agar del medio de
cultivo ISP2. Cinco placas en condiciones similares se
mantuvieron por un periodo de 14 dias a 29 °C. Poste-
riormente, las membranas con el crecimiento celular
fueron retiradas y el agar se macer6 en metanol,
manteniendo esta mezcla por espacio de 24 horas a
4 °C. Transcurrido este periodo, la mezcla se filtré con
papel Whatman® No. 1 y la solucién recuperada se
centrifugé a 6000 rpm por 20 minutos para descartar el
resto del agar. La solucién obtenida se mantuvo a — 20
°C hasta su andlisis. Para la bioautografia, la solucién
con actividad biolégica fue separada por cromato-
grafia de capa fina en una matriz de gel de silica de
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Tabla 2. Actividad antibacteriana de las Actinobacterias aisladas.

Halo de inhibicién (mm)

Suelo ACT

Pseudomonas syringae Pectobacterium carotovorum Bacillus pumilus

s1 1 -/- 11.53 £0.57 - /-
52 4 -/- -/ - 16.76 £ 0.46
10 ={= 13.83 £0.25 13.01 £1.24
12 -/- 8.64 £ 0.37 9.32 £ 0.54
13 -/- 16.16 £0.71 20.09 £0.70
53 15 -/- 12.04 £0.45 - /-
S5 23 -/- 16.04 £0.51 14.27 £ 0.37
24 11.73 £0.60 -/ - - /-
56 20 11.01 £0.35 -/ - - /-
30 -/- 10.73 £0.39 - /-
32 =(= 9.70 £ 0.52 9.03 = 0.76
58 46 -/- 12.68 £ 0.87 -/-
48 -/- 12.18 £0.25 13.86 £ 0.21
49 -/- 8.35£0.73 11.90 £ 0.47
51 -/- 10.78 £ 0.68 - /-
52 -/- 10.29 £ 11.05 £ 0.93
SCM 55 -/- 9.46 £ 0.58 - /-
56 -/- 24.03 £0.88 15.60 £ 0.66
58 17.94 = 0.35 17.17 £ 0.44 16.80 £ 0.26
59 -/- 8.73 £ 0.60 -/-
61 20.60 £0.72 -/ - -/-
Kan* 12.31 £0.17 9.95 £0.10 11.70 £ 0.13

* Kanamicina 5 pg de antibiético en disco de papel filtro de 0.6 mm de didmetro

10 X 10 cm (Sigma-Aldrich® No. Z193291), mediante
dos condiciones: butanol:acido acético:agua (6:4:1)
y diclorometano:acetato de etilo (20:80). Al terminar
la cromatografia, la placa se colocé en una campana
de extraccion para eliminar el exceso del solvente y
posteriormente depositarla dentro de una placa Petri
con agar agua como base. Enseguida se agregd sobre
la superficie de la placa cromatografica una mezcla de
5 ml de agar al 0.6 % + 1 ml de células de P, carotovo-
rum (1 X 10 UFC/ml), preparadas como se describié
previamente. Después de la solidificacion de la mez-
cla, la placa Petri se mantuvo por 24 horas a 37 °C. La
actividad biolégica de los metabolitos secundarios
producidos por la cepa analizada, se determiné agre-
gando 4 ml de una solucién al 0.5 % (p/v) de 2,3,5-Tri-
phenyltetrazolium chloride (TTC, Sigma-Aldrich® No.
T8877) a la placa Petri e incubandola por 2 horas a 37
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°C. La zona de inhibicién del crecimiento del microor-
ganismo se detecté por la formacién de una zona no
coloreada en el sitio donde se ubican los metabolitos
secundarios con actividad inhibitoria.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron un total de 9 muestras de suelo de
rizésfera de las cuales se lograron aislar en total 75
cepas de actinobacterias, de las cuales la mayor parte
se aislaron en el medio de cultivo ISP2 con 56 cepas,
seguido de los medios de cultivo AIA e ISP3 con 12y
8, respectivamente (Tabla 1). Seis meses después de
que se mantuvieron preservadas las actinobacterias
aisladas, cada una fue resembrada en medio IPS2
con la finalidad de determinar su viabilidad; sélo 58
aislados se lograron recuperar y con estas se realiz6 el
resto del estudio. La diversidad de todas las colonias
aisladas se realiz6 mediante la observacion de los
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caracteres morfoldgicos en el medio de cultivo ISP2
de una manera sencilla en la mayoria de los aislados.
Sin embargo, en algunos casos se analizaron otros
caracteres fenotipicos de las colonias como son la
forma, borde, superficie, presencia de pigmentos
excretados al medio de cultivo y otros rasgos con
los cuales se pudo diferenciar entre aislados con
caracteristicas muy similares (Figura 3).

La actividad antimicrobiana de las actinobacterias es
un rasgo distintivo del grupo y parte importante para
determinar su potencial como productores de nuevos
metabolitos secundarios con actividad bioldgica, es
evaluar la capacidad de inhibir el crecimiento de
bacterias y hongos patégenos. Un mayor nimero
de las actinobacterias aisladas mostré actividad
inhibitoria contra las bacterias P carotovorum y B.

Figura 3. Diferencias morfolégicas de Actinobacterias. a) Colonia crateriforme, superficie acuminada y borde ondulado con anillos concéntricos, micelio aéreo y

esporas de color gris; b) Colonia rugosa con superficie umbilicada y borde ondulado con anillos concéntricos, micelio aéreo con esporas de color gris; ¢) Colonia

rizoide con superficie convexa y anillos concéntricos, borde filamentoso y esporas entre color blanco y azul claro; d) Colonia crateriforme con superficie papilada,

anillos concéntricos de micelio muy fragmentado (—), micelio aéreo con esporas de color gris oscuro.

pumilus que contra P. syringae. Los aislados ACT-
13, 23, 56 y 58, y ACT-4, 13, 56 y 58 inhibieron mas
activamente a las dos primeras bacterias, mientras
que ACT-24, 29, 58 y 61 lo fueron para la segunda
(Tabla 2). Es importante notar que solamente un
aislado (ACT-58) inhibi6 el crecimiento de las tres
bacterias patégenas (Figura 4). Para confirmar
que la actividad inhibitoria obtenida se debe a la
excrecién de metabolitos secundarios, se realizé un
experimento de bioautografia con los metabolitos
producidos por la cepa ACT-56. En la Fig. 5 se muestra
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la actividad antibacteriana contra P. carotovorum de
los metabolitos secundarios, que se

observa como areas o zonas claras sobre la placa de
cromatografia que se distinguen de las zonas en rojo
que se asocian a la reduccién enzimatica del TTC para
la formacién de formazan, asociado a la viabilidad
celular (Moussa, Tayel, Al-Hassan, Farouk, 2013). Con
estos resultados es evidente que la inhibicién del cre-
cimiento bacteriano si esta asociada a los metabolitos
secundarios producidos por ACT-56, y que quedan
confirmados al utilizar dos sistemas de solventes de
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Figura 4. Actividad antibacteriana de diferentes cepas de actinobacterias (ACT) contra: a) Pectobacterium carotovorum, b) Bacillus pumnilus; ¢) Pseudomonas

syringae de izquierda a derecha.

Figura 5. Bioautografia con los metabolitos producidos por la cepa ACT-56 contra Pectobacterium carotovorum. Cromatografia en capa fina usando el sistema de

solventes a) butanol:acido acético:agua (6:4:1) y b) diclorometano:acetato de etilo (20:80).

diferente polaridad para la separaciéon cromatogréfica
de los metabolitos (Fig. 5a y 5b).

En cuanto a la inhibicién del crecimiento de los
hongos fitopatégenos por las actinobacterias, con
los experimentos de confrontacion se detectaron 24
cepas con actividad antagénica (Fig. 6). Trece aislados
inhibieron el crecimiento de tres o mas hongos pato-
genos con porcentajes por arriba del 25 %; los aislados
ACT-4, 9, 12, 16, 25, 29 y 46 inhibieron el crecimiento
de cinco de los seis hongos de prueba (Tabla 3).
Evidencia de estudios previos muestran que especies
del género Streptomyces presentan la capacidad de
antagonizar el crecimiento de diversos hongos pat6-
genos de plantas de los géneros Helminthosporium,
Rhizoctonia, Phytophthora, Colletotrichum, Aspergil-
lus, Fusarium, Curvularia y Alternaria (Evangelista-
Martinez, 2014a; Evangelista-Martinez, 2014b).
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La producciéon de compuestos bioactivos en las acti-
nobacterias es un proceso ligado a su metabolismo
secundario, que ha sido estudiado con mayor pro-
fundidad en especies del género Streptomyces. Este
proceso se encuentra estrechamente relacionado con
la diferenciacién morfoldgica, en el cual la sintesis
de los metabolitos se produce al final de la fase de
crecimiento exponencial o en la fase estacionaria, por
lo que muestran elementos comunes de regulaciéon
génica (Liu, 2013). Dentro del amplio y heterogéneo
abanico de metabolitos secundarios producidos por
el género son muchos los que tienen aplicaciones
industriales, destacando los antibiéticos por sus ex-
tensas aplicaciones clinicas contra bacterias y hongos
patégenos. La naturaleza quimica de los compuestos
producidos y su aplicacién en diversos campos de la
medicina ha sido ampliamente discutida (Evangelista-
Martinez y Moreno-Enriquez, 2007). El mejor ejemplo
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Figura 6. Actividad antagonista de diferentes cepas de actinobacterias (ACT) contra: a, Fusarium oxyporum f. sp. lycopercisi; b, Fusarium solani; c, Fusarium sp.
CDBB:1172; d, Phytophthora capsici.

Tabla 3. Efecto antagonista de Actinobacterias contra hongos patégenos de plantas

Porcentaje de inhibicion
Suvelo | ACT |P capsici F oxysporum F. oxysporum f| Fusariwm sp| F solani Fusarium sp
=p. hicopersici CDBE:1172 P44
82 4 - 305+17 216+27 512+14 387=+15 52309
& 41016 - - - 358=23 -
7 - - - 56630 43328 33138
o - 234x24 34226 48216 436=21 46619
10 - - 28503 46805 416=138 51028
12 - 245+18 356+16 486+33 467+13 48311
13 - - 36318 47909 42330 45819
83 16 - 26320 28424 £21+31 463521 43715
17 371+18 - - 33112 - -
34 20 - - - 0213 371=10 34714
83 23 345424 - = - - -
24 33014 - - - - -
86 23 43017 36318 - 38132 353=27 36317
28 35110 244x20 2917 200x24 200=16 343x26
37 38 - - 37333 - - J9.8£26
58 43 - - - 381+24 - 257430
46 35510 - 27421 57023 35719 305+23
47 - - = 37628 - -
48 - - 283+21 46308 44020 48708
30 - - - - - 37025
SE 34 331+12 - - 34027 358+27 -
35 37322 - - - - -
37 207x£22 - - - 236=16 -
38 2719+28 - - - 27=28 -
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de la expectativa econémica de estos compuestos nos
lo dan los policétidos, un grupo de compuestos que
pertenecen a una de las clases mas relevantes de pro-
ductos naturales, que una vez que fueron formuladas
como drogas han superado las ganancias por arriba
de los 55 billones de délares en ventas al ano (Demain
y Sanchez, 2009).

Los actinomicetos juegan un papel muy importante en
la descomposicion de la materia organica de origen
vegetal y animal, y por tanto en la biodisponibilidad
de los nutrientes al ambiente. Esta actividad la llevan
a cabo mediante la produccién de un gran nimero de
enzimas hidroliticas extracelulares del tipo proteasas,
nucleasas, lipasas, fosfolipasas, amilasas, quitinasas,
lignina-hidrolasas, celulasas, pectinasas, entre muchas
otras.

La determinacion de la actividad enzimatica extrace-
lular de quitinasa, celulasa y xilanasa de las actino-
bacterias aisladas se llevé a cabo mediante ensayos
en placas Petri con medio de cultivo complementado
con los respectivos sustratos. De las actinobacterias
aisladas, 24 presentaron la capacidad de expresar
las tres actividades enzimaticas. El Indice Enzimatico
(IE) como un indicador del potencial productor de
las enzimas por parte de los aislados mostré un

valor mayor a 2, lo cual indica un muy buen nivel de
actividad enzimatica extracelular (Fig. 7). De las tres
actividades enzimaticas evaluadas las que sobresalen
por presentar un IE mayor a 4.0 fueron la de quitinasa
(ACT-4,6,7,9, 10, 12, 13, 17, 25, 46 y 53), seguida de
la actividad de xilanasa (ACT-6, 7, 12, 13, 15, 17 y 46).
La actividad de celulasa extracelular con un IE mayor
a 4 sélo se observé en cuatro cepas (ACT-6, 12, 13y
17). Lo mas sobresaliente de estos resultados es que
cuatro actinobacterias expresaron las tres actividades
enzimaticas con un IE mayor a 4.0 (ACT-10, 12, 13 y
17). Estos resultados demuestran el potencial que
tienen estas bacterias de expresar extracelularmente
enzimas hidroliticas que pueden tener aplicaciones
importantes para diversas industrias. Por ejemplo,
una enzima hidrolitica que puede ayudar a reducir el
sabor amargo del jugo de toronja es la naringinasa que
se habia reportado su existencia en hongos y algunas
bacterias, pero que se detecté la actividad enzimética
por primera vez en estreptomicetos (Caraveo, Medina,
Rodriguez-Buenfil, Montalvo-Romero, Evangelista-
Martinez, 2014). El mayor namero de estudios sobre
enzimas extracelulares lo encabezan las especies del
género Streptomyces, principalmente porque a las
enzimas quitinoliticas se les ha atribuido un papel

8.0
& Quitinasa
® Celulasa
X

60 Xilanasa

-
=
=5
=]
S 40 -
i
-
z
N
Z
=
=
Q 20
2
Z

0.0

4 17 25 33 35 40 42 44 45 46 47 48 50 51
ID ACTINOBACTERIA

Figura 7. Indice Enzimatico (IE) para las enzimas quitinasa, celulasa y xilanasa de las Actinobacterias aisladas.
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importante en el control de hongos patégenos (Joo,
2005; Brzezinska, Jankiewicz, Burkowska, Walczak,
2014). Estas enzimas hidroliticas también tienen po-
sibles aplicaciones, tanto en la investigacién basica
como en cuestiones aplicadas; por ejemplo, estas
enzimas pueden ser usadas para la generacién de pro-
toplastos de hongos para estudios de Biologia Celular
o pueden incluirse en preparaciones de gotas que se
usan en oftalmologia (Dahiya, Tewari, Hoondal, 2006).

Conclusiones

Los suelos a partir de los que se aislaron las
cepas de actinobacterias, nativas de suelos de
México, se localizan en campos de cultivo de chile
serrano en Aguascalientes México, los cuales de
manera recurrente han presentado problemas de
infestaciones con especies de hongos patégenos,
principalmente de la especie Phytophthora capsici.
Las caracteristicas morfoldgicas de las actinobacterias
fue el principal rasgo fenotipico empleado para la
seleccion de los diferentes aislados. Sin embargo, la
actividad antimicrobiana de los diferentes aislados
fue el principal rasgo usado para esta caracterizacion
inicial de las distintas cepas aisladas, algunas
mostraron un espectro de accién mas amplio sobre
los microorganismos patégenos. Por ejemplo, ACT-
61 resulté ser una cepa que solamente inhibi6 el
crecimiento del patégeno Pseudomonas syringae
con un excelente efecto sobre la formacién del
halo inhibitorio. Esta cepa pudiera ser un excelente
candidato para buscar su uso en el control de esta
bacteria patégena que presenta diversos mecanismos
de patogenicidad que causan dafios severos en los
cultivos de frijol. En cuanto al antagonismo contra el
crecimiento de los hongos, la cepa ACT-29 mostro
una actividad antagonista contra todos los hongos
evaluados. Estos resultados muestran cepas con
muy buenas condiciones para poder ser empleadas,
ya sea de manera individual o bien, ser usados en
combinacion para la elaboracién de una formulacién
que ayude al control de enfermedades que afectan
cultivos como jitomate, frijol y maiz.

El resultado mostrado con la bioautografia fue
muy importante porque mostré que en buena
medida la actividad inhibitoria puede ser atribuida
a la produccién de metabolitos con actividad
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antimicrobiana, mismos que pudieran ser empleados
para el desarrollo de nuevos productos.

La prolifica produccién enzimatica extracelular en
todas las cepas analizadas también fue muy impor-
tante, de manera que se puede sugerir un papel se-
cundario, pero no menos importante en los procesos
de inhibicién del crecimiento microbiano. Desde otro
punto de vista, la detecciéon de cepas productoras
de enzimas hidroliticas extracelulares amplia el po-
tencial biotecnolégico de estas cepas, toda vez que
su produccion puede ser importante para su uso en
la rama de los alimentos, salud y remediacién de la
contaminacion.
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