Actividad antibacteriana in vitro
de una coleccion de actinomicetos
contra Pectobacterium carotovorum cepa 71
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Resumen

La pudricién blanda es una enfermedad asociada al grupo de bacterias antigua-
mente pertenecientes al género Erwinia, actualmente este género ha sido dividido
en dos grupos: Dickeya sp. y Pectobacterium sp. De manera particular P. carotovorum
(sin Erwinia carotovora) es una enterobacteria Gram negativa que provoca pudri-
cidn blanda en diversos cultivos de importancia agricola. Generalmente el control
de esta fitobacteria se realiza mediante métodos quimicos (antibiéticos y produc-
tos a base de cobre). No obstante, el control biolégico puede ser una alternativa
viable. En ese sentido, el empleo de actinomicetos ha sido poco explorado, por lo
que el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad inhibitoria de aislamientos
de actinomicetos sobre el crecimiento de P. carotovorum. Se realizd un experimento
completamente al azar con 81 tratamientos y tres repeticiones. Se evalido la inhibi-
cion de P. carotovorum cepa 71 mediante una escala ordinal de inhibicion, los datos
fueron analizados con la prueba Kruskal-Wallis (P<0.05). El anélisis mostré diferen-
cias estadisticas significativas: los actinomicetos ABV63 y ABV79 presentaron mayor
inhibicion del crecimiento de P. carotovorum, por lo que los resultados revelan el
potencial empleo de estos actinomicetos como agentes de control biolégico de P.
carotovorum, mediante estrategias especificas para el combate de enfermedades
causadas por esta bacteria fitopatdgena.
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Biotecnologia y Sustentabilidad

Introduccion

La pudricion blanda de diversos cultivos de plantas
es una enfermedad que provoca cuantiosas pérdidas
en cultivo como la papa (Solanum tuberosum) (Perom-
belon, 2002). En 1984 Sawyer estimé una pérdida
mundial de la produccion de papa en un 24%. Los
mecanismos por los cuales P. carotovorum provoca la
enfermedad se resumen en los siguientes: produc-
cién y secrecion de enzimas pectoliticas como pecti-
nasas, poligalacturonasas, proteasas y celulasas (Ba-
rras et al., 1984); lipo-polisacaridos; asimilacion de
hierro y movilidad de las células bacterianas. Estos
factores de virulencia contribuyen para que la fito-
bacteria sea capaz de macerar los tejidos constitu-
yentes de la pared vegetal, provocando asi la pudri-
cion de la planta.

Las medidas de control de este fitopatdgeno es-
tan basadas principalmente en el empleo de es-
trategias culturales, fisicas, quimicas y biologicas
(Czajkowski et al., 2011). Respecto a las medidas de
control biologico se han empleado principalmente
microorganismos antagonicos con capacidad para
competir por espacio, nutrientes, antibiosis, induc-
cion del sistema de resistencia vegetal. De manera
similar se ha usado péptidos provenientes del me-
tabolismo secundario con actividad antibacterial
(Arce et al, 1999). También son utilizados enemigos
naturales de la fitobacteria para combatirla como
los virus bacterianos (bacteriofagos) o bacterias de-
predadoras (Bdellovibrio bacteriovorans) (Rendulic et
al., 2004). Igualmente se ha propuesto el uso de mi-
croorganismos que inhiban los factores de virulen-
cia del fitopatégeno como el quorum-sensing (Jafra
et al., 2006) o la formacion de biofilms (Ragunath et
al., 2012).

A pesar de esto, el uso de microorganismos del
grupo de los actinomicetos ha sido poco estudiado.
En ese sentido, el desarrollo de tecnologias con he-
rramientas biotecnologicas como los actinomicetos
podria contribuir al disefio de nuevas estrategias de
control biolégico de enfermedades que afectan a
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los cultivos agricolas, reduciendo las pérdidas eco-
nomicas y disminuyendo el impacto ambiental.
El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad
antimicrobiana de una coleccién de actinomicetos
aislados de suelos agricolas (coleccion ABV del CIA-
TEJ), contra la bacteria fitopatogena Pectobacterium
carotovorum en condiciones in vitro.

Metodologia

Este trabajo se realiz6 en el Laboratorio de la Uni-
dad de Biotecnologia Vegetal del CIATEJ. La cepa de
la bacteria fitopatogena empleada en las pruebas de
antagonismo microbiano fue P. carotovorum (Pc) ce-
pa 1. Se establecié un experimento bajo un disefnio
completamente al azar con un total de 81 tratamien-
tos (cada cepa de actinomiceto confrontada con Pc)
y un tratamiento testigo (s6lo con la bacteria fitopa-
togena). Cada tratamiento con tres repeticiones.

La confrontacion in vitro de actinomicetos contra
Pc cepa 71 se realizo en condiciones in vitro entre los
aislamientos de actinomicetos (ABVO1 a ABV80) con
P. carotovorum y un testigo que s6lo comprendio la
bacteria fitopatdogena. Se emple6 como medio de
cultivo PDA (papa dextrosa agar) a pH de 7.0. El ex-
perimento permanecio durante cinco dias en incu-
bacién a 26 °C y la inhibicién de Pc se evaltio cuando
las placas con el testigo que contenia al fitopatégeno
presentd un crecimiento total sobre la superficie ini-
cialmente inoculada en el medio de cultivo.

Como variable de respuesta se evalué la inhibi-
cion del crecimiento de Pc mediante una escala or-
dinal de inhibicién propuesta por Quinones-Agui-
lar et al. (2013) y que explica que los valores 0, 1, 2,
3, 4 y 5 corresponden a porcentajes del crecimiento
bacteriano de Pc del 0, £25%, <50%, <100% y >100%,
respectivamente. Con los datos obtenidos se reali-
z6 un analisis estadistico no paramétrico de Krus-
kal-Wallis e intervalos de confianza de la mediana
(P<0.05) mediante el programa estadistico StatGra-
phics (StatGraphics, 2005).
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Resultados y discusion

La prueba estadistica de Kruskal-Wallis mostro dife-
rencias estadisticas altamente significativas (0.0001)
entre los aislamientos de actinomicetos para la va-
riable de respuesta de la inhibicion del crecimiento
bacteriano de P. carotovorum. De igual forma, en la
figura 1 se aprecian los resultados del experimen-
to para todos los aislamientos, esos datos revelan
que varios de los actinomicetos aislados podrian ser
potencialmente aprovechados como inéculo en el
desarrollo de algtin producto para control biologi-
co (como el caso del Actinovate) o como sustancia
o compuesto derivado del actinomiceto (metaboli-
tos secretados por el microorganismo e implicados
en la inhibicién del crecimiento bacteriano) para el
control de la bacteria fitopatégena Pc.

Varios de los evaluados mostraron una fuerte in-
hibicion del crecimiento bacteriano de Pc: por ejem-
plo, el aislamiento ABV63, presentd un valor de 0
en la escala ordinal de inhibicién (figura 1), lo cual
muestra una inhibicién total del crecimiento de Pc
por parte del actinomiceto. Otras cepas que mostra-
ron fuerte inhibicién del crecimiento de Pc fueron
ABV03 y ABV79 (figura 1). Sin embargo, otros aisla-
mientos de actinomicetos no tuvieron ningan efec-
to sobre el crecimiento bacteriano de Pc (valor 4 y
5 en la escala ordinal de inhibicién, figuras 1y 2) e
incluso algunas fueron invadidas por el crecimiento
de la bacteria fitopatogena (valores 4 y 5 en la escala
ordinal de inhibicién, figura 1).
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Figura 1. Efecto de 80 aislamientos de actinomicetos sobre
el crecimiento bacteriano de Pectobacterium carotovorum
cepa 71 (Pc). La prueba de Kruskal-Wallis produjo un
estadistico de 203.66 con un valor de P<0.0000. Las lineas
prolongadas de las medianas indican un intervalo de
confianza a un nivel de significancia de P<0.05.

Figura 2. Comportamiento del crecimiento de
Pectobacterium carotovorum cepa 71 (Pc) sobre medio

PDA en presencia de dos cepas de actinomicetos. El
aislamiento ABV75 no fue capaz de inhibir a Pc mientras
que ABV79 inhibid el crecimiento de Pc (en flechas).

Cabe mencionar que la utilizacién de actinomi-
cetos como agentes de control biologico puede ser
efectivo; por ejemplo, el producto Actinovate comer-
cializado como biofungicida es elaborado a base de
esporas de Streptomyces lydicus. El empleo de este pro-
ducto es recomendado contra diversos fitopatdgenos
que causan enfermedades en cultivos de importan-
cia comercial como chile, fresa, uva, jitomate y al-
gunas cucurbitaceas. Por otro lado, diversos trabajos
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de investigacion cientifica muestran la efectividad
de los actinomicetos del género Streptomyces contra
microorganismos fitopatbgenos, como S. rochei con-
tra Phytophthora que afecta a chile (Ezziyyani et al,
2007) y S. griseoviridis contra Fusarium que afecta a
jitomate (Minuto et al., 2006).

En el caso de bacterias se han evaluado con
éxito contra Ralstonia solanacearum (Boukaew et
al, 2011) y Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
(Quinones-Aguilar et al., 2013). Los actinomicetos,
también pueden ser utilizados como promotores
de crecimiento, lo cual constituye un beneficio
adicional pues como bioinsumo puede proporcio-
nar a los agricultores un uso como biofertilizan-
tes o agentes de control bioldgico (biofungicidas
o biobactericidas), lo cual constituye una alterna-
tiva viable para reemplazar el uso de fertilizantes y
pesticidas.

Conclusiones

Existen aislamientos de actinomicetos capaces de
inhibir en distinto grado el crecimiento bacteriano
de Pectobacterium carotovorum cepa 71. El aislamiento
que inhibi6é por completo el crecimiento de la bacte-
ria fitopatogena fue ABV79.
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