Control in vitro de Dickeya dadantii
cepa 3937 con actinomicetos del suelo
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Resumen

La pudricion blanda en plantas es provocada principalmente por bacterias fitopa-
tdgenas, entre las que se encuentran Dickeya sp. y Pectobacterium sp. Esta enfer-
medad provoca cuantiosas pérdidas econémicas en distintos cultivos de importan-
cia alimenticia, industrial y ornamental; por ejemplo, en papa (Solanum tuberosum),
maiz (Zea mays), crisantemo (Chrysanthemum sp.), agave (Agave sp.). Dickeya dadan-
tii es una enterobacteria Gram negativa asociada a problemas de pudriciéon blanda
en varios cultivos como agave y ornamentales. Las estrategias de control de este
fitopatégeno no han mostrado efectividad total, por lo cual se exploran otros méto-
dos de control, de los que destacan los relacionados con control bioldgico a través
de microorganismos, como los actinomicetos. El objetivo del estudio fue evaluar
la actividad antibacteriana de diversos actinomicetos aislados de suelos agricolas
contra D. dadantii en condiciones in vitro. Se realizd un experimento con 81 trata-
mientos y tres repeticiones en un diseno completamente al azar. Se evaluo la in-
hibicion de D. dadantii cepa 3937 empleando una escala ordinal de inhibicién, los
datos fueron analizados mediante Kruskal-Wallis (p<0.05). Los resultados mostraron
que los actinomicetos ABV55 y ABV79 inhibieron por completo el crecimiento de D.
dadantii, lo que sugiere su potencial empleo en estrategias de control biolégico.
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Introduccion

D. dadantii (anteriormente Erwinia chrysanthemi) es
uno de los agentes causales de la pudriciéon blanda
en cultivos de importancia agricola en México co-
mo agave, papa, cultivos ornamentales (crisantemo,
violeta africana), entre otros. El principal mecanis-
mo que presenta esta bacteria fitopatégena para
producir la enfermedad es la produccion de enzi-
mas pectoliticas (Barras et al, 1994) que degradan
los componentes de la pared vegetal y provocan con
ello una maceracion del tejido de la planta. En Eu-
ropa se esta proponiendo a Dickeya solani como una
nueva especie responsable de la pudricion en papa
(Toth et al., 2011). Por tanto, el grupo de las especies
del género Dickeyase se halla entre las 10 fitobacte-
rias de importancia agricola a nivel mundial (Mans-
field et al., 2012).

El combate de ese tipo de bacterias se realiza
principalmente mediante métodos quimicos que in-
volucran estrategias de practicas culturales para evi-
tar la propagacion del indculo: empleo de material
de propagacion sano (semilla, propagulos vegetati-
vos); estrategias de generacion de variedades resis-
tentes o tolerantes a las enfermedades por métodos
de mejoramiento genético tradicional o biotecnol6-
gico (transgénesis); métodos quimicos que implican
el empleo de antibidticos (estreptomicina y sus de-
rivados, oxytetraciclina, kasugamicina o virginia-
micina) y compuestos a base de sales como el cobre;
finalmente, estrategias donde se involucra el control
biologico.

En el trabajo presentado por Czajkowski et al.
(2011) se mencionan las principales estrategias de
control biolégico empleadas contra Dickeya sp. Des-
tacan el empleo de microorganismos antagonicos
que compiten por nutrientes, espacio, antibiosis
o por la induccion del sistema de resistencia de la
planta, como Pseudomonas sp. (con o sin fluorescen-
cia), bacterias acidos lacticas, Bacillus subtilis, Bdello-
vibrio bacteriovorans. Igualmente se comenta el em-
pleo de bacteriéfagos (virus patbgenos de bacterias)
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en el control de las especies de Dickeya; no obstante,
Czajkowski et al. (2011) mencionan que estos virus
no han sido exitosos por la falta de movilidad de las
particulas virales y porque las bacterias rapidamen-
te crean mecanismos de resistencia.

A pesar de estos esfuerzos en el area del control
biologico, el empleo de actinomicetos no ha sido
evaluado para combatir este tipo de bacterias fito-
patégenas; por ello, el objetivo del estudio consistio
en evaluar la actividad inhibitoria de actinomicetos
aislados de suelos agricolas contra el agente causal
de la pudricion blanda (D. dadantii).

Metodologia

La presente investigacion se realiz6 en el Laborato-
rio de Biotecnologia Vegetal del Centro de Inves-
tigacion y Asistencia en Tecnologia y Diseno del
estado de Jalisco (CIATEJ). La cepa de la bacteria
fitopatogena empleada en las pruebas de antagonis-
mo microbiano fue Dickeya dadantii (Dd) cepa 3937.
La confrontacion in vitro de actinomicetos contra
Dickeya dadantii se efectud entre la coleccion de ac-
tinomicetos ABV (ABVO1 a ABV80) con D. dadantii y
un testigo que comprendia tinicamente a la bacte-
ria fitopatégena. Se empleé como medio de cultivo
PDA (papa dextrosa agar) a pH de 7.0.

El experimento permanecié durante cinco dias
en incubacién a 26 °C y la inhibicion de Dd se evalto
cuando las placas control presentaban un crecimien-
to total sobre la superficie inicialmente inoculada so-
bre el medio de cultivo. El experimento se establecid
usando un disenio completamente al azar con un
total de 81 tratamientos (cada cepa de actinomiceto
confrontada con Dd) y un tratamiento testigo (s6lo
con la bacteria fitopatégena). Cada tratamiento tu-
vo tres repeticiones.

Se evalu6 la inhibicion del crecimiento de Dd
mediante una escala ordinal propuesta por Quino-
nes-Aguilar et al. (2013), que se resume en 0, 1, 2, 3,
4 y 5, nimeros que corresponden a porcentajes del
crecimiento bacteriano del 0, <25%, <50%, <100% y
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>100%, respectivamente. Con los datos obtenidos se
llevo a cabo un analisis estadistico no paramétrico
de Kruskal-Wallis e intervalos de confianza de la
mediana (P<0.05) a través del programa estadistico
StatGraphics (StatGraphics, 2005).

Resultados y discusion

El analisis de varianza no paramétrico Kruskal-Wa-
1lis mostro diferencias estadisticas altamente signifi-
cativas (0.0001) entre la capacidad de inhibicién de
Dd por parte de los distintos actinomicetos aislados
(figura 1). Estos resultados revelan que varios de los
actinomicetos evaluados podrian ser empleados en
el desarrollo de productos, ya sea directamente co-
mo indculos comerciales a base de estos microorga-
nismos o como productos derivados del metabolis-
mo de los aislamientos seccionados por su capacidad
de inhibir a Dd. Los aislamientos ABV55 y ABVT79
mostraron un valor de 0 en la escala ordinal de inhi-
bicion, lo que muestra una completa inhibicion del
crecimiento bacteriano de Dickeya dadantii (figuras
1y 2) y constituye un ejemplo de inhibicién total
por parte del actinomiceto.

Otros aislamientos de actinomiceto que inhibie-
ron el crecimiento bacteriano de Dd entre un 1-25%
fueron: ABVO3, ABV05, ABVAS, ABVA9, ABV63, ABV69
y ABV78 (figura 1). De manera similar, algunos ais-
lamientos no tuvieron ningun efecto sobre el creci-
miento de Dd (ABV37, etcétera) e incluso Dd llego a
crecer sobre ellos (ABVA0, etcétera) (figura 2).

Estos resultados denotan que el empleo de acti-
nomicetos como agentes de control biologico pue-
de ser efectivo, inclusive existen algunos productos
comerciales (como Actinovate) comercializados co-
mo biofungicidas y elaborados a base de esporas de
actinomicetos (Streptomyces lydicus). Este tipo de pro-
ductos es recomendado contra diversos fitopatoge-
nos que causan enfermedades en cultivos de impor-
tancia comercial como chile, fresa o uva.
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Aislamiento de actinomiceto
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Escala ordinal de la inhibicion del crecimiento bactenal de Dd.

Figura 1. Efecto de 80 actinomicetos aislados del suelo,
sobre el crecimiento bacteriano de Dickeya dadantii

cepa 3937 (Dd), agente causal de la pudricion blanda en
distintas plantas hospederas. La prueba de Kruskal-Wallis
produjo un estadistico de 219.4 con un valor de P<0.00001.
Las lineas prolongadas de las medianas indican un
intervalo de confianza de la mediana de la escala ordinal
de severidad a un nivel de significancia de P<0.05.

Figura 2. Comportamiento del crecimiento de Dickeya
dadantii cepa 3937 (Dd) sobre medio PDA en presencia

de dos cepas de actinomicetos. El aislamiento ABV37 no
fue capaz de inhibir a Dd mientras que ABV55 no permite
ningan crecimiento de Dd (flechas).

Por otro lado, numerosos trabajos de investiga-
cion cientifica han mostrado que los actinomice-
tos son promisorios agentes de control biolégico de
hongos y bacterias fitopatdgenas. Varios estudios
han informado acerca de los efectos de antagonismo
microbiano por parte de actinomicetos del género
Streptomyces contra microorganismos fitopatégenos.

Boukaew et al. (2011) aislaron y evaluaron la ac-
tividad inhibitoria de 265 cepas de Streptomyces spp.
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contra Sclerotium rolfsii, causante de la pudricion de
raiz y tallo en chile; posteriormente los 14 mejores
aislamientos probados contra S. rolfsii fueron usados
contra Ralstonia solanacearum, causante de la mar-
chitez bacteriana en chile, en el que se encontra-
ron tres cepas efectivas contra ambos fitopatogenos,
identificados como S. mycarofaciens y dos como S. phi-
lanthi. Los actinomicetos pueden ser una alternativa
viable al empleo de agroquimicos.

Conclusiones

Existen aislamientos de actinomicetos capaces de
inhibir en distinto grado el crecimiento bacteriano
de Dickeya dadantii cepa 3937. Las cepas que inhibie-
ron por completo el crecimiento de la bacteria fito-
patdgena fueron ABV55 y ABV79.
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