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RESUMEN

Eldesarrollo de inoculantes elaborados con base en microorganismos
del suelo para su empleo como agentes de control bioldgico de
fitopatogenos, es una estrategia que podria contribuir a disminuir
el uso de agroquimicos, en particular en el control de enfermedades
causadas por bacterias fitopatégenas como Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (Psph). En este estudio se evalud in vitro la efectividad
inhibitoria de 80 cepas de actinomicetos aisladas de suelos agricolas
sobre el agente causal del tizon de halo en frijol (Psph) y seleccionar
las de mayor actividad antibacteriana (AAB). Para estimar el potencial
de los aislados como agentes de control bioldgico de Psph, se evalué
su AAB in vitro por medio de ensayos de confrontacion directa
contra la cepa 1448A de Psph sobre medio de cultivo PDA (pH 7). El
experimento se establecié en un disefio completamente al azar, con
un total de 81 tratamientos (80 actinomicetos confrontados con Psph
y un testigo comprendiendo tunicamente a la bacteria fitopatégena),
con tres repeticiones. La variable de respuesta evaluada fue el area
de inhibicion del crecimiento de Pseudomonas syringae (AIPS)
determinada mediante una escala ordinal de inhibiciéon. El analisis
estadistico mediante Kruskal-Wallis presento diferencias significativas
entre cepas de actinomicetos en cuanto a su actividad antibacteriana,
donde cinco cepas inhibieron por completo el crecimiento bacteriano.
Estos resultados muestran el potencial de unas cepas de actinomicetos
como agentes de control bioldgico del tizén de halo del frijol provocado
por la bacteria fitopatogena Psph.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris, Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola, antagonismo in vitro.

SUMMARY

The development of inoculants based on soil microorganisms for
use as biological control agents of plant pathogens is a strategy that
may reduce the use of agrochemicals, particularly for controlling
diseases caused by pathogenic bacteria such as Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola (Psph). This study evaluated the in vitro inhibitory
effectiveness of 80 actinomycete strains isolated from agricultural soils
against the causal agent of halo blight in bean (Psph) and selected the
highest antibacterial activity (ABA). To estimate the effectiveness of
isolates as potential agents for the biological control of Psph, in vitro
antibacterial activity was evaluated by direct confrontation against
Psph strain 1448A on PDA culture medium (pH 7). The experiment
was established in a completely randomized design, with 81 treatments
(80 actinomycetes confronted with Psph and a control comprising only
the phytopathogenic bacteria), with three replications. The recorded
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response variable was the inhibition growth area of Pseudomonas
syringae (IAPS) determined by an ordinal inhibition scale. Statistical
analysis by Kruskal -Wallis reported significant differences between
actinomycetes strains on ABA, and five of them inhibited absolutely
bacterial growth. The results suggest the potential of actinomycetes as
biocontrol agents for bean halo blight caused by Psph.

Index words: Phaseolus vulgaris, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola,
in vitro antagonism.

INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) ocupa el segundo lugar
por superficie cultivada en México. La mayor importan-
cia de este cultivo radica en el papel que desempenia en la
economia de los agricultores y como fuente vital de protei-
nas para la mayoria de la poblacién mexicana. A pesar de
ser un producto necesario, la produccién de frijol en Méxi-
co es sensible a las condiciones ambientales, a problemas
fitosanitarios y al desarrollo y transferencia de tecnologia
(SDR, 2007). En el caso especifico del frijol producido en
condiciones de temporal (secano), una enfermedad que
se presenta con frecuencia es el tizén de halo (Campos,
1987) provocada por Pseudomonas syringae pv phaseolicola
(Psph). Esta enfermedad ocurre con frecuencia en regiones
con clima templado y periodos de lluvias definidos y abun-
dantes, por ejemplo en los Estados de Aguascalientes, Zaca-
tecas, Durango, Chihuahua, Sinaloa, San Luis Potosi, Mo-
relos, Veracruz, Querétaro, Hidalgo y el Estado de México
(Navarrete y Acosta-Gallegos, 2000). En Michigan, Estados
Unidos, se estim6 una pérdida en rendimiento de 23 a 43 %
por efecto del tizén de halo (Schwartz, 1989).

Este problema del frijol en México conduce a rendimien-
tos bajos e inestables, que podria solucionarse mediante
investigacion y desarrollo y transferencia de tecnologias. El
desarrollo de tecnologias podria incluir el disefio de nuevas
estrategias de control bioldgico de enfermedades que afec-
tan a los cultivos agricolas y perjudican directamente a los
productores, para reducir las pérdidas econdmicas de estos
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y ala vez disminuir el impacto ambiental.

En general, el control bioldgico de enfermedades en
plantas se refiere al uso de organismos o sus productos
para el combate de problemas fitosanitarios provocados
principalmente por bacterias, hongos y nematodos. Los ac-
tinomicetos, por la gran diversidad de antibidticos y otros
metabolitos bioactivos que producen, representan un gru-
po prometedor de microorganismos para utilizarse como
agentes de control de fitopatogenos. Con base en lo anterior,
el objetivo de este estudio fue evaluar in vitro la efectividad
inhibitoria de 80 cepas de actinomicetos aisladas de suelos
agricolas de los Estados de Michoacan y Aguascalientes so-
bre el agente causal del tizén de halo en frijol (Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola) y seleccionar las de mayor activi-
dad antibacteriana.

MATERIALES Y METODOS

La bacteria fitopatégena empleada en las pruebas de acti-
vidad antibacteriana fue Pseudomonas syringae pv. phaseoli-
cola cepa 1448 A (Psph) raza 6 (Mansfield et al., 1994).

Aislamiento de actinomicetos del suelo

El aislamiento de actinomicetos nativos se hizo a partir
de dos suelos agricolas del Estado de Michoacan, El Limén
(EL) y Cerro del Metate (CM) de rizosfera de agave (Aga-
ve spp.); y de un suelo del Estado de Aguascalientes Co-
sio (CS) (Cuadro 1), por medio de la técnica de diluciones
decimales seriales y siembra en placa de agar. La primera
dilucién de cada muestra se realizé con el equivalente a 10
g de suelo seco en 90 mL de agua destilada estéril (dilucion
10"), y posteriormente se hicieron diluciones decimales
progresivas para obtener las diluciones 102, 107, 10y 10°.
Las diluciones 102 107, 10*y 10° (100 pL) se sembraron en
placas de agar de 90 x 15 mm que contenian Papa Dextrosa
Agar (PDA-DIFCO) como medio de cultivo, a un pH de 8.5.
La purificaciéon de cepas consistié en hacer al menos tres
resiembras de cada actinomiceto aislado.
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Confrontacion in vitro de actinomicetos contra
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola

La actividad inhibitoria de los actinomicetos contra Pseu-
domonas syringae pv. phaseolicola se determind in vitro por
medio de un experimento de confrontacién directa. El me-
dio de cultivo empleado fue PDA pH 7, en placas Petri de
90 x 15 mm. La siembra de cada actinomiceto se hizo sobre
el medio de cultivo por estria en el centro de la caja (1 cm),
y la cepa bacteriana se sembro a un lado de cada actinomi-
ceto sobre una superficie de 2 x 2 cm al dispersar con espa-
tula de Drigalsky 10 pL de un cultivo bacteriano de 16 h de
crecimiento, ajustada a una densidad 6ptica (600 nm) de 2,
equivalente a aproximadamente 2 x 10° UFC ml™ de cultivo
(Figura 1). Las pruebas de confrontacion entre actinomice-
tos y Psph se realizaron con 80 aislados (ABV01-ABV80),
y el testigo comprendi6 Ginicamente a la bacteria fitopato-
gena. Después de 5 d en incubacién a 26 °C, la inhibicién
de Psph se evalu6 cuando las placas correspondientes al
testigo presentaban crecimiento total sobre la superficie del
medio de cultivo.

Determinacion de la actividad antibacteriana
de Psph por medio de actinomicetos

Para determinar la actividad antibacteriana, la variable de
respuesta evaluada fue el drea de inhibicion del crecimiento
de Psph (AIPS) por efecto de los distintos actinomicetos, de
acuerdo con la escala ordinal propuesta en la Figura 2.

Diseiio experimental y analisis estadistico

Los 81 tratamientos se distribuyeron en un disefio com-
pletamente al azar que incluyen al tratamiento testigo que
contenfa unicamente a la bacteria fitopatégena, con tres
repeticiones por tratamiento. Con los datos obtenidos del
area de inhibicion (AIPS) se realizo un andlisis estadistico
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis e
intervalos de confianza a 95 % de la mediana mediante el
programa Statgraphics (2005).

Cuadro 1. Localizacion geografica de los sitios de muestreo de suelo empleados para el aislamiento de actinomicetos.

Clave de la muestra Sitio de muestreo Municipio Ubicacion geografica  Altitud (m)
, . 22°21'43.0°N

CS Parcela 6 Cosio, Aguascalientes 102° 16’ 52.0° O 2000
. . , 19°34’22.3” N

CM Cerro del Metate Tzitzio, Michoacan 100° 56’ 27 57 O 1915

LM El Limén Morelia-Madero, Michoacan 19732214 N 1886

101° 05 41.8” O
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Figura 1. Crecimiento in vitro de la bacteria Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psph) en el area de siembra (4 cm?) y

del actinomiceto sembrado por estria.

b

Figura 2. Escala ordinal de inhibicion bacteriana por efecto de los actinomicetos. Grado: 0= (75a100 %), 1=(50a75 %), 2=
(25250 %), 3=(0a25%), y 4=0 % de inhibicion. En los rectangulos delineados en blanco se muestra el nivel de inhibicion.

RESULTADOS Y DISCUSION
Actinomicetos aislados de suelos agricolas

El crecimiento de actinomicetos se empez6 a detectar
una semana después de la siembra, y se observo un total de
119 cepas potenciales. Las colonias presentaron la morfo-
logia tipica de este grupo microbiano: apariencia correosa
y pulverulenta, con micelio muy fino aferrado firmemente
al medio de cultivo (Figura 3). Luego, durante la etapa de
purificacién se descartaron 39 aislados por considerarse
repetidos o presentar morfologia de otro tipo de microor-
ganismo, de modo que para las pruebas de actividad anti-
bacteriana quedaron unicamente 80 aislados, de los cuales
35 provenian de El Limoén, 42 de Cerro del Metate y tres de
Cosio. La mayor cantidad de actinomicetos se aislé de suelo
rizosférico de agave y la menor cantidad se aislé de un suelo
agricola que estuvo cultivado con chile (Capsicum annuum
L.) en un ciclo anterior.

Actividad antibacteriana de actinomicetos contra Psph

El analisis de varianza no paramétrico Kruskal-Wallis
mostrd diferencias estadisticas significativas (P < 0.01)
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entre cepas de actinomicetos para la variable AIPS. Estos
resultados revelaron que los actinomicetos ABV07, ABV53,
ABV55, ABV65 y ABV79 inhibieron completamente el cre-
cimiento de Psph (valor de 0 en la escala ordinal de inhibi-
cién (Figura 4), los cuales podrian utilizarse en el desarro-
llo de productos para el control de la bacteria fitopatdgena
Psph.

De los 80 actinomicetos evaluados, 14 inhibieron en mas
de 50 % al crecimiento de Psph, de los cuales cinco lo inhi-
bieron en 100 %, cuatro en 75 % y cinco en 50 % (Cuadro
2). El-Abyad et al. (1992) también reportaron un efecto po-
sitivo de actinomicetos sobre el control de enfermedades
causadas por las bacterias Clavibacter michiganensis y Pseu-
domonas solanacearum en tomate (Solanum lycopersicum
L.). Sin embargo, este tema que ha sido poco explorado en
México, donde la mayoria de los estudios con actinomice-
tos se han enfocado al control de hongos (Davila-Medina
et al., 2013). En la Figura 5 se muestra la cepa ABV65 que
inhibi6 totalmente el crecimiento de Psph, en contraste con
la cepa ABV70 que no la inhibié.

La utilizacién de actinomicetos como agentes de control bio-
légico ha sido efectivo contra varios fitopatdgenos, y algunos
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Figura 4. Efecto de 80 cepas de actinomicetos sobre el crecimiento bacteriano de Pseudomonas syringae pv. phaselicola cepa
1448A (Psph), agente causal del tizon de halo de plantas de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.). La prueba de Kruskal-Wallis
produjo un estadistico de 216.3 con un valor de probabilidad de P < 0.00. Las lineas prolongadas de las medianas indican un
intervalo de confianza a un nivel de significancia de P < 0.05. Las medianas de inhibicion bacteriana se indican con lineas
horizontales en cada cepa.
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Cuadro 2. Actinomicetos (ABV) con actividad antibacteriana o inhibitoria del crecimiento in vitro de Pseudomonas syringae

pv. phaseolicola (Psph), mayor o igual a 50 %.

Aislado Origen del Escala ordinal de inhibicion Porcentaje de inhibicion del
actinomiceto Mediana Minimo Miéximo crecimiento de Psph
ABV04 CM 2 1 4 50
ABV05 CM 2 1 3 50
ABV07 CM 0 0 1 100
ABV21 EL 1 1 1 75
ABV25 EL 2 2 2 50
ABV35 EL 2 2 3 50
ABV37 CM 1 0 2 75
ABV48 CM 1 1 2 75
ABV49 CM 1 0 1 75
ABV53 CM 0 0 1 100
ABV55 EL 0 0 0 100
ABV65 CM 0 0 0 100
ABV69 CS 2 2 3 50
ABV79 CM 0 0 0 100

Sitios de muestreo: CM = Tzitzio; EL = Morelia-Madero, Michoacan; CS = Cosio, Aguascalientes.

productos elaborados con base en esporas de actinomice-
tos se comercializan como biofungicidas, principalmente
del genero Streptomyces; ejemplos de estos productos son,
ACTINOVATEAC formulado con base en esporas de la cepa
Streptomyces lydicus, y Mycostop® con base en Streptomyces
griseoviridis, recomendados para el control de diversos fito-
patogenos, principalmente hongos. Productos de este tipo
son efectivos contra diversos fitopatogenos causantes de
enfermedades en cultivos de importancia comercial, como
chile (Capsicum spp.), fresa (Fragaria x ananassa), uva (Vi-
tis vinifera L.), gerbera (Gerbera spp.), tomate y algunas es-
pecies de la familia Cucurbitaceae, entre otros.

Diversos trabajos de investigacién han mostrado que los
actinomicetos son agentes promisorios para el control bio-
légico de hongos y de bacterias fitopatogenas. Los efectos
de antagonismo microbiano por parte de actinomicetos del
género Streptomyces contra microorganismos fitopatoge-
nos, se han documentado en S. rochei contra Phytophthora
que afecta al cultivo del chile (Ezziyyani et al., 2007), y en S.
griseoviridis contra Fusarium que afecta al tomate (Minuto
et al., 2006).

Boukaew et al. (2011) aislaron y evaluaron la actividad
inhibitoria de 265 cepas de Streptomyces spp. contra Sclero-
tium rolfsii causante de la pudricion de raiz y tallo en chile,
y los 14 mejores aislados fueron también probados contra
Ralstonia solanacearum, causante de la marchitez bacte-
riana en chile; los autores encontraron tres cepas efectivas
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contra ambos fitopatdgenos, una identificada como S. my-
carofaciens y dos como S. philanthi. Los actinomicetos tam-
bién han sido probados como promotores de crecimiento
vegetal, lo que constituye un beneficio adicional en su uti-
lizacién por los productores agricolas, ademas de su uso
como biofertilizantes que pueden ser una alternativa viable
al empleo de fertilizantes quimicos.

CONCLUSIONES

De las 80 cepas de actinomicetos aisladas de suelos agri-
colas de Michoacan y Aguascalientes catorce (17.5 % del
total) presentaron actividad antibacteriana contra Pseu-
domonas syringae pv. phaseolicola, con una inhibicion del
crecimiento in vitro de la bacteria igual o superior a 50 %,
y de éstas cinco cepas (6 %) causaron inhibicién absoluta.
Estos resultados muestran el potencial de estos actinomice-
tos como agentes de control bioldgico del tizon de halo en
frijol, que se lograria por medio de una formulacién dise-
nada especialmente para ser asperjada al follaje, o aplicada
al suelo donde esta el reservorio de la mayoria de bacterias
fitopatdgenas.
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Figura 5. Actividad antibacteriana contrastante de dos actinomicetos contra Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psph)
en condiciones in vitro. (A) Aislado con 100 % de inhibicion; (B) Aislado con 0 % de inhibicidn, en tres especies bacterianas

no identificadas (Sp 1, Sp 2 y Sp 3) y en Psph.

cepa bacteriana Pseudomonas syringae pv. phaseolicola cepa
1448A (Psph) raza 6, utilizada en este estudio.
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