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RESUMEN

La enfermedad conocida como marchitez regresiva por Fusarium causada por
especies del hongo patégeno Fusarium (F. euwallaceae y F. kuroshium),
recientemente detectada en México compromete la preservacion de los recursos
fitogenéticos. Cepas de Streptomyces ampliamente conocidos como excelentes
agentes de biocontrol de fitopatogenos, podrian ser utiles para controlar
exitosamente a este hongo patdégeno mediante la produccion de sustancias anti-
fitopatogénicas, ademas de promover el crecimiento de las plantas. Los objetivos
de este estudio fueron evaluar la actividad de compuestos volatiles (COVs) y no
volatiles de tres cepas de Streptomyces en la inhibicidn del crecimiento in vitro de
Fusarium kuroshium, y en la promocion del crecimiento in vitro de plantulas de
Arabidopsis thaliana. Las cepas de Streptomyces lactacystinicus (IA07), S.
cellostaticus (IA32) y S. mauvecolor (IA104) también se evaluaron en cuanto a su
capacidad in vitro para producir sideroforos y acido 3 indol-acético (AlA), asi como
la capacidad de solubilizar fosfatos. Las tres cepas de Streptomyces, mostraron
inhibicion del crecimiento directo in vitro de F. kuroshium superiores al 51%, similar
a lo obtenido a través de volatiles con valores superiores al 58%, siendo S.
lactacystinicus la cepa que mostré la mayor inhibicion tanto por compuestos no
volatiles como COVs. Las tres cepas de Streptomyces produjeron AlA y sideroforos.
Los COVs de las tres cepas de Streptomyces incrementaron significativamente la
longitud de raices, el peso fresco de la planta y el peso fresco de las raices en
plantulas de A. thaliana. Los compuestos volatiles y no volatiles de las cepas de
Streptomyces redujeron efectivamente el crecimiento in vitro de F. kuroshium. Estas
cepas también favorecieron la acumulacion de biomasa en A. thaliana. Por lo tanto,
estas cepas podrian usarse exitosamente en el biocontrol de F. kuroshium y como
biofertilizantes en cultivos hortofruticolas. Sin embargo, se requieren mas estudios
para demostrar estas actividades en condiciones de campo abierto.

PALABRAS CLAVE: Biocontrol, Streptomyces, Arabidopsis thaliana, biomasa.



ABSTRACT. The disease known as Fusarium dieback caused by species of
the pathogenic fungus Fusarium (F. euwallaceae and F. kuroshium), recently
detected in Mexico, compromises the preservation of plant genetic resources.
Streptomyces strains widely known as excellent biocontrol agents for
phytopathogens, could be useful to successfully control this pathogenic fungus
through the production of anti-phytopathogenic substances, in addition to promoting
plant growth. The objectives of this study were to evaluate the activity of volatile
(VOCs) and non-volatile compounds of three Streptomyces strains in inhibiting the
in vitro growth of Fusarium kuroshium, and in promoting the in vitro growth of
Arabidopsis thaliana seedlings. Strains of Streptomyces lactacystinicus (IA07), S.
cellostaticus (IA32), and S. mauvecolor (IA104) were also evaluated for their in vitro
ability to produce siderophores and 3-indole-acetic acid (IAA) and solubilizing
phosphates. The three Streptomyces strains showed direct in vitro growth inhibition
of F. kuroshium > 51%, similar to that obtained through volatiles with values greater
than 58%, with S. lactacystinicus being the strain that showed the greatest inhibition
both by non-volatile compounds such as VOCs. All three Streptomyces strains
produced IAA and siderophores. VOCs from the three Streptomyces strains
significantly increased root length, plant fresh weight, and root fresh weight in A.
thaliana seedlings. The VOCs and non-volatile compounds of the Streptomyces
strains effectively reduced the in vitro growth of F. kuroshium. These strains also
favored biomass accumulation in A. thaliana. Therefore, these strains could be used
successfully in the biocontrol of F. kuroshium and as biofertilizers in horticultural
crops. However, further studies are required to demonstrate these activities under
open field conditions.
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INTRODUCCION

Los hongos fitopatdbgenos causantes de enfermedades en las plantas son un
problema fitosanitario por generar pérdidas cuantitativas y cualitativas en la
agricultura y por poner en riesgo la preservacion de los recursos fitogenéticos
(Creissen et al. 2016). En México, recientemente fue identificado el hongo patégeno
Fusarium kuroshium asociado en simbiosis con el insecto ambrosial formalmente
llamado Euwallacea kuroshio Gomez and Hulcr (Coleoptera: Curculionidae)
conformando el complejo ambrosial E. koroshio-F. kuroshium (integrados por un
insecto vector y un hongo fitopatégeno) (Garcia-Avila et al. 2016; NAPPO, 2016;
Gomez et al. 2018; SENASICA, 2018; Smith et al. 2019; Carrillo et al. 2020).
Fusarium kuroshium es conocido como uno de los patdgenos causantes de la
enfermedad conocida como marchitez regresiva por Fusarium o “Fusarium dieback
(FD), cuyo insecto vector es el escarabajo barrenador kuroshio (KSHB, por sus
siglas en inglés) E. kuroshio (Eskalen et al. 2018; Boland y Woodward, 2019). Este
escarabajo, hace galerias en las plantas hospederas donde inocula y propaga a los
hongos F. kuroshium'y Graphium kuroshium (Eskalen et al. 2018), donde el micelio
de ambos hongos es utilizado por las larvas del escarabajo como alimento (Eskalen,
2022). Para su control, las autoridades fitosanitarias mexicanas a través de
SENASICA han implementado acciones oportunas de monitoreo y contencion para
evitar la dispersion de este complejo ambrosial (Euwallacea koroshium-Fusarium
kuroshium) y de otros complejos (Xyleborus glabratus-Raffaelea lauricola, y
Euwallacea sp.-Fusarium euwallaceae) que representan un riesgo potencial para
las plantaciones agricolas, urbanas y de especies forestales nativas en el pais
(SEMARNAT-CONAFOR, 2019), ya que pueden provocar la muerte inmediata del
arbol y por lo tanto grandes pérdidas econémicas (Boland, 2016; Eskalen et al.
2018). En regiones donde se han detectado los complejos ambrosiales (Xyleborus
glabratus-Raffaelea lauricola, y Euwallacea spp.-Fusarium euwallaceae), han
causado grandes dafos en el cultivo de aguacate y otras plantas hospederas
(susceptibles), especialmente las pertenecientes a la familia Lauraceae (Carrillo et
al. 2012; Boland, 2016; van den Berg et al. 2019). El hongo patdégenos interrumpe
el flujo de agua y nutrientes en las plantas hospederas susceptibles, pudiendo matar
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ramas y, en casos severos, todo el arbol (Dimson et al. 2015; Eskalen et al. 2018).
Una de las alternativas para el manejo de este fitopatdgeno es el uso de agentes
microbianos, especialmente cepas de Streptomyces ampliamente conocidas como
agentes de biocontrol de fitopatégenos, por su alta capacidad antifungica (Davila-
Medina et al. 2013; Pérez-Corral et al. 2020, Pérez-Corral et al. 2022a) y como
promotoras del crecimiento de las plantas (Pérez-Corral et al. 2022b) y de bajo o
nulo impacto ambiental e inofensivos a la salud humana. Por lo anterior, el objetivo
del estudio fue evaluar el efecto antifungico de tres cepas de Streptomyces sobre
Fusarium kuroshium y en la promocidon del crecimiento in vitro de plantulas de

Arabidopsis thaliana.



MARCO TEORICO

Situacion actual de los escarabajos ambrosiales.
Los escarabajos descortezadores y ambrosia (Coleoptera: Curculionidae:

Scolytinae) se consideran uno de los grupos de especies invasoras mas exitosos y
representan una preocupacion creciente en todo el mundo (Faccoli et al. 2010;
Kirkendall y Faccoli, 2020) por sus antecedentes de dafios en bosques, viveros,
huertas y areas urbanas. Por ser insectos diminutos son dificiles de detectar y por
ende pueden viajar largas distancias sin ser vistos, escondidos en embalajes de
madera o plantas vivas (Rafa et al. 2015). Dentro de este grupo, las especies del
género Xylosandrus, Xyleborus y Euwallacea, son especialmente amenazantes
(Kasson et al. 2013; Rabaglia, 2018; Urvois et al. 2021).

Euwallacea kuroshio
El escarabajo barrenador kuroshio (KSHB, por sus siglas en inglés) Euwallacea

kuroshio (Coleoptera: Curculionidae) es nativo del sudeste de Asia (Japodn,
Indonesia y Taiwan, donde se desarrolla sobre arboles muertos o moribundos (Hulcr
et al. 2007; Boland y Woodward, 2019), pertenece al grupo de los escarabajos
ambrosiales, viven en simbiosis con los hongos F. kuroshium y G. kuroshium,
alimentandose de su micelio (Sahib et al. 2008; Eskalen et al. 2018). Es vector de
la enfermedad conocida como marchitez regresiva por Fusarium o “Fusarium
dieback (FD)” en las plantas hospederas causada por sus hongos fitopatégenos
simbiontes que transportan en sus micangios (Freeman et al. 2012a; Freeman et al.
2013; Eskalen et al. 2018). Fue introducido en México y San Diego, California, EUA
(Garcia-Avila et al. 2016). Euwallacea kuroshio junto con E. fornicatus, E. fornicatior,
E. whitfordiodendrus son especies genéticamente divergentes que forman parte del
complejo de especies de E. fornicatus que causan dafos a las industrias forestales
y ecosistemas en todo el mundo (Freeman et al. 2013; Gomez et al. 2018).
Euwallacea kuroshio (Fig. 1) es una plaga importante en té (Camellia sinensis) en
Sri Lanka, donde fue descrita por primera vez (Danthanarayana, 1968; Mendel et
al. 2012).



Impactos de Euwallacea kuroshio
Entre los bosques nativos, los peores impactos observados hasta la fecha han sido

en el valle del rio Tijuana en el sur del condado de San Diego, California, EUA,
donde aproximadamente el 30 % de los sauces nativos (Salix spp) -
aproximadamente 120 000 arboles- han muerto como resultado de una infestacion
de KSHB (Boland, 2016, 2018). Boland y Deborah (2019) encontraron en su estudio,
que los altos niveles de contaminacion en el Condado de San Diego, EUA por aguas
residuales se correlacionaron con altas tasas de infestacidon de E. kuroshio y
mortalidad de sauces, es decir, los sauces que crecen en o cerca del agua
contaminada con aguas residuales tenian madera de menor densidad y mayor
contenido de humedad, y sufrieron tasas mas altas de infestacion de E. kuroshio y

mortalidad inducida por E. kuroshio que aquellas que crecian mas lejos.

Figura 1. Hembra de Euwallacea kuroshio, de arriba a abajo y de izquierda a
derecha: vista lateral, vista dorsal, vista oblicua posterior de declive, vista frontal.
Tomado de Gomez et al. (2018).



Clasificacion taxonémica de Euwallacea kuroshio
De acuerdo con Freeman et al. (2013) y Gomez et al. (2018), la ubicacioén

taxonomica de Euwallacea kuroshio es como sigue:
Reino: Animalia
Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Familia: Curculionidae
Género: Euwallacea

Especie: E. kuroshio

Descripcion morfolégica de Euwallacea kuroshio
Los especimenes de E. kuroshio tienen élitros con una longitud de 1.57 a 1.79 mm

y una longitud de pronoto de 1.09 a 1.15 mm, con 8 a 11 denticulos encajados en
las protibias (Gomez et al. 2018; Smith et al. 2019) (Cuadro 1). El ancho del pronoto
es de 1.06 a 1.13 mm y el ancho de los élitros es de 0.53 a 0. 55 mm (Gomez et al.
2018; Smith et al. 2019). Los individuos de E. kuroshio presentan tamanos
corporales mas grandes sustentados en las medidas de longitud de los élitros que
aquellos individuos de E. whitfordiodendrus quienes presentan longitudes
corporales intermedias (Gomez et al. 2018).

Cuadro 1. Caracteres morfométricos dados por Smith et al. (2019a) para el
diagndstico de especies de Euwallacea.

Longitud Relacion Longitud Longitud del Anchode Anchodel Denticulos
) total largo/ancho  de élitros pronoto élitros pronoto protibiales
Especies
(lateral; (lateral;
(dorsal) (dorsal) ) ) (dorsal) (dorsal)
diagonal)  diagonal)
2.20-
E. fornicatior 037 2.15-2.35 1.40-146 1.02-1.06 0.48-0.52 1.00-1.06 6-7
2.60-2.7
E. fornicatus 0 2.25-2.36 1.44-1.72 1.02-1.16 0.48-0.62 1.00-1.14 8-9
2.40-2.8
E. kuroshio : 2.17-2.40 1.50-1.82 1.08-1.16 0.52-0.56 1.06-1.16 8-11




2.30-2.5

E. perbrevis 0 2.46-2.55 1.42-1.68 1.04-1.16 0.48-0.56 1.02-1.14 7-10

Informacién tomada de Smith et al. (2019b).

Ciclo de vida de Euwallacea kuroshio
Los escarabajos ambrosiales, incluido E. kuroshio tienen un ciclo de vida completo

es decir, constan de cuatro etapas: huevo, larva, pupa y adulto. Las hembras adultas
de E. kuroshio poseen en la base de su aparato bucal un par de micangios, donde
‘guardan” esporas de su hongo simbionte, para el caso de E. kuroshio a Fusarium
kuroshium, las cuales inoculan en la madera de los arboles al perforar la corteza,
donde crean galerias (tuneles) e introducen a su hongo simbionte (Fraedrich et al.
2008) (Figura 2). El hongo crece y se propaga por los tuneles, mientras que la
hembra pone huevos en los mismos, para que las larvas neonatas se alimenten del
micelio del hongo.

Los machos y hembras completan su ciclo de vida en 41.43 d y 43.49 d,
respectivamente. Los huevos eclosionan después de 7.86 d de incubacion. El
estadio larval dura aproximadamente 19 d. El estado pupal dura 9.78 d ya sea
dentro o fuera de las galerias. Los nuevos adultos se aparean mientras estan en las
galerias. Luego, las hembras salen de las galerias y re-infestan el mismo arbol o

vuelan en busca de nuevos arboles hospederos.

Sintomas en hospederos
Los arboles con infestaciones recientes exhiben pocos sintomas externos. Aunque

no hay una lesion visible de la colonizacion, al examinar la madera en el lugar de
infestacion del escarabajo, se observa una coloracién marron y necrosis del xilema
causada por el hongo (CISR, 2012).



Figura 2. Los orificios de entrada son redondos y de unos 0.85 mm de ancho (C1).
Se observa el abdomen del escarabajo hembra sobresaliendo del agujero (C2).
Los sintomas de los arboles son unicos para cada especie huésped. Alrededor del
orificio de entrada, se evidencian manchas oscuras y humedas que a veces se
secan y se vuelven blancas o amarillas (C3), pegajosidad espesa (C4), exudado
blanco polvoriento (C5) o excrementos (C6), que se asemejan al aserrin. Imagen
tomada de Eskalen et al. (2018).

Rango de hospederos potenciales de Euwallacea kuroshio en México y el
mundo
En Asia se han reportado a mas de 100 especies de plantas como hospederas de

los escarabajo ambrosiales, incluido E. kuroshio (Browne, 1961; Danthanarayana,
1968; Mendel et al. 2012). Para E. kuroshio se han sugerido los siguientes géneros
de plantas como hospederas: Sambucus (Adoxaceae), Liquidambar (Altingiaceae),
Schinus, Searsia (Anacardiaceae), Ambrosia, Baccharis (Asteraceae), Alnus
(Betulaceae), Ricinus (Euphorbiaceae), Quercus (Fagaceae), Cassia, Persea

(Lauraceae), Ficus (Moraceae), Eucalyptus (Myrtaceae), Juglans, Pterocarya



(Juglandaceae), Magnolia (Magnoliaceae), Fraxinus (Oleaceae), Platanus
(Platanaceae), Populus, Salix (Salicaceae), Nicotiana (Solanaceae), Tamarix
(Tamaricaceae) (Coleman et al. 2013; Boland, 2016; Na et al. 2018; Smith et al.
2019a).

En Meéxico, las autoridades fitosanitarias prevén que de no continuar con la
vigilancia epidemioldgica fitosanitaria y de dispersarse dicha plaga en el pais
estarian en riesgo mas de 327,000 hectareas de cultivos que son hospedantes
reproductivos de Euwallacea spp. y 570,826.58 hectareas de cultivos que son
hospedantes potenciales para el desarrollo del hongo simbionte Fusarium spp. De
igual manera se pone en riesgo a mas de 137 millones de hectareas forestales
(SENASICA, 2020). Asimismo, estarian en riesgo 1°112,136 miles de toneladas de
aguacate de exportaciéon. El aguacate (Persea americana Mill), pertenece a la
familia Lauraceae. Los miembros de esta familia son hospederos potenciales de los
complejos ambrosiales incluido Euwallacea spp.- Fusarium spp (Rabaglia et al.
2006; Koch y Smith, 2008). Esta familia cuenta con alrededor de 2,500 especies en
aproximadamente 50 géneros a nivel mundial. México, cuenta con 120 especies
comprendidas en 10 géneros, distribuidas principalmente en los estados de
Chiapas, Oaxaca y Veracruz (Lorea-Hernandez, 2002).

Marchitez regresiva por Fusarium o “Fusarium dieback (FD)
Esta enfermedad en lauraceas, entre ellas el aguacate, es causada por Fusarium

euwallaceae y F. kuroshium. Este hongo simbionte fitopatdégeno esta asociado con
el escarabajo ambrosial E. kuroshio (Eskalen et al. 2013), que en conjunto se
conoce comunmente como complejo ambrosial-hongo. En esta asociacion, el
escarabajo hembra que almacena el hongo simbionte en sus micangios lo dispersa
a través de las galerias hechas en el xilema del arbol, este hongo crece en los tejidos
infectados y las larvas de los escarabajos se alimentan del micelio producido. Las
hifas del hongo patdogeno es capaz de moverse sistémicamente en el arbol
causando una restriccion/bloqueo en el flujo de agua y nutrientes, estos primeros
ataques son suficientes para el desarrollo de la enfermedad, induciendo que las
hojas se marchiten (Batra, 1967; Harrington et al. 2008; Harrington et al. 2011).



Después, el follaje mas cercano a la corona se torna de color rojizo o violaceo
(Fraedrich et al. 2008). En el laurel rojo (Persea borbonia L. Spreng), se ha
observado que después del ataque, las hojas de la corona luego de marchitarse se
tornan de color marréon (Fraedrich et al. 2008). Las hojas marchitas pueden
permanecer adheridas al arbol hasta por un afio. Eventualmente, la muerte
regresiva de ramas resulta de una infecciébn avanzada por hongos asociados
(Fusarium spp.) a barrenadores invasivos (Figura 3). La mayoria de los escarabajos
ambrosiales atacan a plantas moribundas o muertas; sin embargo, algunas
especies exoticas de los géneros Xylosandrus, Xileborus y Euwallacea, atacan a

arboles y arbustos aparentemente sanos (Hanula et al. 2008).
) H | i "' i

Figura 3. Los sintomas de infeccion por patégenos de muerte regresiva por
Fusarium o Fusarium Dieback incluyen decoloracion de marron a negro en la
madera debajo de la corteza. Raspones en la corteza alrededor del orificio de

entrada o salida evidenciado por manchas oscuras que rodean la galeria (c7, c8).
Las secciones transversales de las ramas cortadas muestran la extension de la

infeccién (c9). La muerte regresiva de ramas es el resultado de una infeccion



avanzada por hongos asociados a barrenadores invasivos. Imagen tomada de
Eskalen et al. (2018).

En troncos y ramas de las plantas infestadas es comun observar pequenos tapones
de virutas compactadas, que sobresalen de los orificios (Figuras 2 y 3), aunque
éstos no siempre estan presentes, ya que se desintegran faciimente (Mann et al.
2011). Al eliminar la corteza del arbol, se pueden observar mejor las perforaciones
en la madera por el insecto, acompafiado de manchas oscuras producidas por el
hongo simbionte patégeno a lo largo de los tejidos del arbol (floema y xilema), a
través de los cuales se suministra el agua y los nutrientes requeridos por la planta
para su funcionamiento (Mann et al. 2011). En consecuencia, las hojas y ramas
jovenes se marchitan en algunas secciones del arbol o en el arbol completo si la
infestacion del tronco es alta. Las hojas pueden caerse, 0 secarse y permanecer
unidas a las ramas, estos sintomas avanzan gradualmente, originando la muerte
regresiva de hojas, tallos y troncos, hasta que finalmente el arbol colapsa (Fraedrich
et al. 2008).

Fusarium kuroshium
Fusarium es uno de los géneros fungicos con mayor numero de especies.

Hasta la fecha se han descrito mas de 1200 especies. Muchos de ellos son
importantes patdgenos de plantas. Este género consiste en un complejo de
especies anamorficas con una alta variacion morfologica y fisiologica, con la
capacidad de crecer saproéfitamente o colonizando la planta. Algunas especies de
Fusarium se han asociado con escarabajos ambrosiales, especialmente en el
género Euwallacea (Coleoptera: Scolytinae). Algunos de estos hongos simbiontes
como F. euwallaceae y F. kuroshium son patdégenos de plantas y causan dafios
significativos en ecosistemas naturales y cultivados (Cruz et al. 2021). Fusarium
euwallaceae y F. kuroshium son responsables de la muerte regresiva por Fusarium
o Fusarium dieback (Lynch et al. 2016; Na et al. 2018). Al invadir los tejidos
vasculares de las plantas, bloquean el transporte de nutrientes e inducen el
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marchitamiento y la muerte regresiva de las ramas, lo que puede conducir a la
muerte de los arboles (Eskalen et al. 2013).

La mayoria de las especies de Fusarium ambrosiales producen
macroconidios inusuales (Figura 4) que sirven como fuente de alimento putativo
para sus insectos mutualistas (Kasson et al. 2013). El hongos ambrosial F.
kuroshium depende de sus escarabajos vectores (E. kuroshio) para su dispersion
(Ranger et al. 2021), ya que las esporas del hongo son transportadas por los
escarabajos en estructuras especializadas en forma de saco llamadas micangios,
lo que facilita la propagacion del hongo entre los arboles hospederos cercanos a la
infestacion del insecto (Batra, 1963).

Caracteres morfolégicos de Fusarium spp.
Las especies de Fusarium pueden producir tres tipos de esporas asexuales

llamadas macroconidios, microconidios y clamidosporas (Figura 4). El macroconidio
es la espora principal en la caracterizacion, su forma y tamafio varian segun la
especie y pueden originarse a partir de estructuras especializadas (esporodoquios,
monofialides y polifialides) o directamente del micelio aéreo (Watanabe, 2010) La
presencia de una célula basal en forma de pie es una caracteristica distintiva de
Fusarium. El microconidio es un caracter taxondmico primario, del cual se considera
la forma, modo de formacion, si estan solos, en falsas cabezas, cabezas o cadenas.
Pueden formarse en el micelio aéreo a partir de mono o polifidlides, pero no en
esporodoquios (Figura 4). Otros caracteres taxonémicos primarios son
clamidosporas, conidioforos y mesoconidios.
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Figura 4. Caracteristicas morfolégicas microscopicas utilizadas en la identificacion
de especies de Fusarium: A-D) formas tipicas de macroconidios; E-H) formas de la
célula apical del macroconidio; I-L) formas de la célula basal del macroconidio.

Estrategias de control de Fusarium kuroshium
Las principales estrategias destinadas a mitigar el impacto de F. kuroshium incluyen

la aplicacion de agroquimicos de amplio espectro y la incineraciéon de arboles

enfermos, acompafiados de monitoreo continuo.

Control quimico
El método mas comunmente utilizado para el control de enfermedades en plantas,

es el control quimico mediante el uso de fungicidas que matan o inhiben la
germinacion, crecimiento o multiplicacion de patdégenos y en consecuencia protegen
a las plantas de infecciones subsecuentes (Oliver y Hewitt 2014; Marian y Shimizu,
2019). La aplicacion de agroquimicos de amplio espectro es actualmente la principal
practica de manejo para la mitigacion del impacto causado por los complejos
ambrosiales (escarabajo/hongo). Se ha sugerido la aplicacion repetida de
insecticidas de contacto para evitar infestaciones y sistémicos para matar a los
escarabajos que ya estan dentro de los arboles (Paine et al. 2011; Castrillo et al.
2016; Jones y Paint, 2018). Mientras que para reducir la propagacion del hongo
simbionte se sugiere la aplicacion del fungicida sistémico propiconazol (Mayfield IlI
et al. 2008; Freeman et al. 2012b). También se ha sugerido tratar el suelo con
fungicidas/insecticidas, después de que se haya presentado |la
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enfermedad/infestacién para eliminar cualquier fuente potencial (Lopez-Buenfil et al.
2017).

Control legal o normativo
El control legal o regulatorio consiste en evitar o excluir patogenos de areas donde

todavia no existen, operando a niveles nacionales e internacionales. Esto implica la
prohibicion o restriccion para la introduccidn de plantas o partes de ellas, las cuales
pueden haber estado en contacto con fitopatdgenos o traigan consigo los insectos
exoticos asociados (Maloy, 2005; Pimentel et al. 2000, 2005). Las autoridades
fitosanitarias de México han implementado algunas medidas para la contencién y el
manejo de los complejos ambrosiales, destacando el “Plan de Accién para la
Vigilancia y Aplicacion de medidas de control contra complejos ambrosiales
reglamentados en México: Xyleborus glabratus - Raffaelea lauricola y Euwallacea
sp. - Fusarium euwallaceae”, publicado por la Direccion General de Sanidad Vegetal
(DGSV) en febrero de 2015. En el cual, se presentan aspectos generales, técnicos
y de manejo (delimitacién, contencion y erradicacion) de las plagas. Mientras tanto,
instan evitar la movilizacion de material vegetal propagativo, lefia, material de
embalaje del laurel rojo u otras plantas hospederas potenciales y realizar monitoreos

e inspecciones constantes en las areas agricolas y zonas forestales potenciales.

Control cultural
Este método de control consiste en evitar y reducir las enfermedades mediante

acciones indirectas sobre los fitopatégenos (Brown et al. 1997). Para prevenir tanto
la propagacion del hongo F. kuroshium como la diseminacion de los escarabajos
ambrosiales se sugiere eliminar el arbol enfermo en la misma area en donde son
detectados. Lo anterior, es debido a que se ha evidenciado que en las virutas o
astillas de madera se pueden encontrar estados inmaduros del insecto. Por lo tanto,
también se recomienda eliminar arboles en decadencia o madera muerta, debido a
que algunas especies de escarabajos ambrosiales se crian en éstos, ademas de
eliminar las arvenses asociadas a dichos arboles (Lopez-Buenfil et al. 2017). Para
su implementacion se sugieren inspecciones constantes en las areas agricolas y

zonas forestales potenciales, para detectar signos y/o sintomas (amarillamientos,
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decoloraciones, marchitamientos, orificios de entrada, entre otros), tipicos de la
enfermedad, asi como la muerte regresiva por Fusariosis o arboles con ataques o
presencia de escarabajos ambrosiales (Garcia-Avila et al. 2016). Para el caso de
arboles cultivados, se recomienda mantenerlos vigorosos, dado que los escarabajos

ambrosiales generalmente atacan a arboles estresados.

Control fisico
Los arboles cercanos al punto de deteccion ubicados dentro de la zona de seguridad

y que presenten algun tipo de estrés, dafio mecanico en el tronco o podas recientes,
son candidatos para ser enrollados por el plastico (pelicula elastica), éste se enrolla
alrededor del tronco del arbol hasta una altura de 1.5 m y una vez que se coloca el
plastico se procede a cubrirlo con pegamento (Tree Tanglefoot Insect Barrier;
Lopéz-Buenfil et al. 2017).

Control Biolégico
Las restricciones agroquimicas actuales para la exportacion de cultivos como el

aguacate, por los inconvenientes que presenta el uso intensivo de compuestos
quimicos por el enorme deterioro medioambiental y la creciente demanda de
estrategias amigables con el medio ambiente exigen explorar el control biologico
basado en la aplicacion de agentes microbianos (entomopatégenos y antagonistas)
para el manejo de los escarabajos ambrosiales y sus simbiontes fungicos
fitopatogenos (Eskalen et al. 2014; Dunlap et al. 2017; Reverchon et al. 2019;
Castrejon-Antonio et al. 2020; Reverchon et al. 2021). El control biolégico es una
estrategia de bajo o nulo impacto ambiental, es decir, es amigable con el medio
ambiente e inocuo al ser humano y animales. Por lo tanto, los agentes de biocontrol
microbianos, especialmente hongos (Trichoderma spp.), bacterias (Bacillus spp. y
Streptomyces spp.) podrian ser una alternativa prometedora para mitigar el impacto
de los complejos ambrosiales (escarabajo/hongo simbionte) (Reverchon et al.
2021).
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Atributos de los agentes de biocontrol microbianos
Los agentes de biocontrol microbianos son ecologicamente deseables en los

programas de manejo integrado de enfermedades (MIE), debido a su inocuidad al
medio ambiente. Se ha documentado ampliamente la capacidad de algunas cepas
de microorganismos entomopatdégenos para suprimir poblaciones de plagas. Asi
como, de microorganismos antagonistas que suprimen el desarrollo de
fitopatdgenos como Fusarium spp. (Fig. 5) mediante diversos mecanismos como
competencia por espacio, nutrientes, oxigeno y/o produciendo sustancias
antifitopatogénicas (Adnan et al. 2019; Pérez-Corral et al. 2020). En algunas cepas
de microorganismos se ha demostrado su potencial de biocontrol dual, es decir,
tienen efectos entomopatogénicos y antifitopatogénicos, ademas de promover el
crecimiento de las plantas y mejorar la productividad de los cultivos hortofruticolas
(Pérez-Flores et al. 2017; Chukwuneme et al. 2020; Poveda, 2021).

Figura 5. Izquierda. Cultivo del hongo simbionte fitopatégeno Fusarium kuroshium.

Derecha. Inhibicion del crecimiento y produccion de conidios de F. kuroshium por

una cepa de actinomiceto del género Streptomyces.
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La eficacia en el biocontrol de los agentes microbianos contra fitopatégenos radica
en sus multiples atributos como: Versatilidad, adaptabilidad a diferentes condiciones
agroclimaticas y edaficas, facil manejo y reproduccion, rapido crecimiento
permitiéndole colonizar rapidamente la superficie, eficiencia en la utilizacion de
nutrientes, capacidad para modificar la rizosfera y persistir en ella de manera
efectiva, mejorar la calidad de suelos agricolas, ademas de ser capaces de
sobrevivir bajo diferentes condiciones ambientales desfavorables (Wisniewski y
Wilson, 1992). Ademas de otras caracteristicas especificas del agente microbiano,
tales como su estabilidad genética, efectividad a bajas concentraciones, no exigente
en requerimientos nutricionales, efectividad para un amplio rango de
microorganismos patodgenos, un largo periodo de anaquel, de facil aplicacion,
resistente a fungicidas y compatible con productos quimicos y equipos de
aplicacion, entre otros (Wisniewski et al. 2007).

Agentes microbianos con potencial de biocontrol de los complejos
ambrosiales
Los agentes microbianos (bacterias y hongos) son capaces de ejercer un efecto de

biocontrol sobre diferentes patdégenos de interés agricola y forestal (Wisniewski y
Wilson, 1992; De Costa y Erabadupitiya, 2005). Por lo tanto, tienen un potencial
prometedor para el biocontrol de los complejos ambrosiales (escarabajo/hongo
simbionte fitopatdgeno) en areas agricolas y forestales (Reverchon et al. 2021),
mediante sus diferentes mecanismos de accidon como antibiosis, produccion de
enzimas liticas, parasitismo, competencia por los nutrientes y espacio, induccion de
resistencia, entre otras. Los principales agentes antagonistas prometedores para la
prevencion y supresion de Fusarium kuroshium, patégeno causante de la marchitez
regresiva en lauraceas y arboles forestales son cepas de hongos, bacterias y
actinomicetos, especialmente de los géneros Trichoderma, Bacillus y Streptomyces,
respectivamente (Figura 6). Aunque también se han documentado cepas de hongos
comunmente conocidos como entomopatdégenos con accion antifitopatdgenica,

especialmente de los géneros Verticillium, Metarhizium y Beauveria.
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F. kuroshium

Figura 6. Izquierda. Cultivo del hongo simbionte fitopatégeno Fusarium kuroshium.
Derecha. Inhibicion del crecimiento y produccion de conidios de F. kuroshium por
una cepa de bacteria del género Bacillus.

Actinomicetos como agentes de biocontrol microbianos
Las actinobacterias (actinomicetos) pertenecen al filo actinobacteria, subclase

actinobactereridae, orden de los actinomicetales, en el que se agrupan 14
subdrdenes, 49 familias y mas de 140 géneros. Son bacterias flamentosas Gram
positivas con altos niveles de guanina y citosina en su ADN (Bhatti et al. 2017). Las
actinobacterias tienen dos formas celulares, el crecimiento filamentoso que consta
de micelio de substrato y aéreo, en esta forma es donde se da la reproduccion y
sintesis de compuestos. La segunda forma celular son las esporas (que son las
estructuras de resistencia), éstas germinan cuando las condiciones ambientales son
favorables y pasan a la forma vegetativa (Mayfiel et al. 1972). El micelio es
ramificado, no fragmentado, generalmente con hifas vegetativas de entre 0.2 a 0.8
pum de diametro, el micelio forma cadenas de esporas cuando madura y pueden ser
lisas, espinosas, vellosas, rugosas o granulosas no moviles. Las colonias son secas
y serosas, capaces de producir pigmentos, algunos de éstos difusibles en el medio
(Figura 7; Goodfellow et al. 2012).
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Figura 7. Morfologia macroscopica de cepas de Streptomyces crecidas en medio
de cultivo Czapek.

Los actinomicetos son excelentes agentes de biocontrol microbianos de
fitopatdgenos por su potencial en la produccion de una gran cantidad de metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana. Se ha documentado ampliamente su
habilidad para suprimir el crecimiento de una gran variedad de hongos fitopatégenos
(Chaurasia et al. 2018). Suprimen el crecimiento de fitopatégenos de manera directa
mediante antibiosis a través de la biosintesis de compuestos antimicrobianos
volatiles y no volatiles, la degradacion de las paredes celulares por enzimas liticas,
competencia por espacio y nutrientes e hiperparasitismo (Karimi et al. 2012) e
indirectamente mediante la induccién/activacion de los mecanismos de defensa de
la planta al producir compuestos elicitores como fitohormonas y sefalizadores
moviles como el acido salicilico (Viaene et al. 2016). Muchas de las cepas de
actinomicetos usados como agentes de biocontrol microbianos para suprimir
fitopatdogenos, adicionalmente, inducen el sistema de defensa de la planta
hospedera contra los patégenos y promueven el crecimiento vegetal favoreciendo
la asimilacion de nutrientes (Figura 8).
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Figura 8. Plantulas de Arabidopsis thaliana. A) Plantula testigo. B) Plantula
evidenciando la acumulacion de biomasa radical inducido por Streptomyces sp.

Streptomyces spp.
Se han reportado varios géneros de actinomicetos con potencial de biocontrol. Sin

embargo, el mas representativo y mas ampliamente distribuido es Streptomyces. Su
accion antifungica o antibacteriana es dada por la produccion de metabolitos
secundarios (antibidticos, antifungicos, enzimas extracelulares biodegradativas
como quitinasas, peroxidasas, glucanasas involucradas en el micoparasitismo,
inhibidores enzimaticos, terpenoides, entre otros), con actividad antimicrobiana
(Baltz, 2007; Demain y Sanchez, 2009; Franco-Correa et al. 2010; Kekuda et al.
2010; Harir et al. 2018). También producen compuestos volatiles (COVs) tales como
valinomicina, reveromicinas Ay B, trans-2-hexenal, disulfuro de dimetilo, entre otros,

con accion antifitopatogénica (Pérez-Corral et al. 2020). Se ha sugerido también
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que son capaces de activar los sistemas de defensa de las plantas principalmente
las resistencias sistémicas, y esto les permite a las plantas aminorar los efectos de
fitopatdogenos y plagas insectiles (Van Wees et al. 1997; Cartieaux et al. 2008;
Walker et al. 2011).

Actinomicetos como promotores del crecimiento de las plantas
Se han reportado diversos géneros bacterianos capaces de promover el crecimiento

vegetal, entre los que destacan Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum 'y
Streptomyces (actinomicetos/actinobacterias). Los actinomicetos, especialmente de
los géneros Streptomyces, son capaces de promover el crecimiento radical y aéreo
de las plantas debido a la produccidon de sustancias promotoras como el AlA, sideré-
foros trihidroxamatos como ferrioxamina o albomicina (sideromicina quelante de
hierro), catecol o dihidroxamato, estos quelan el hierro disponible en el ambiente y
lo hacen mas asequible para las plantas (Lugtenberg y Kamilova, 2009; Ortiz-Castro
et al. 2009; Pérez-Montano et al. 2014). Adicionalmente, algunas cepas de
Streptomyces son capaces de solubilizar fosfatos (fosforo inorganico) y fijar
nitrégeno atmosférico. La solubilizacion del fésforo ocurre por la formacion de
acidos, que actuan como agentes quelantes para el calcio, aumentando la
disponibilidad del fésforo para la planta, lo que presumiblemente favoreceria el
crecimiento de éstas (Gopalakrishnan et al. 2014). Ademas, algunas cepas de
Streptomyces producen compuestos que promueven el crecimiento de las plantas,
que incluyen acido indol-3-acético (auxina), griseobactina (sideréforo; Figura 9) y
acido giberélico (Gouvéa et al. 1997; Leveau y Lindow, 2005; Glick et al. 2007). En
conclusion, las cepas de Streptomyces mejoran la calidad de frutos y potencializan
el rendimiento en los cultivos mediante la produccién de fitohormonas y al favorecer
la disponibilidad de fosfatos y otros minerales necesarios para el metabolismo de

las plantas.
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Figura 9. Cepa de Streptomyces evidenciando su capacidad para producir
sideroforos, uno de los compuestos implicados en la promocién del crecimiento de
las plantas

Actinomicetos como descomponedores de MO
Muchas de las cepas de actinomicetos usados como agentes de biocontrol

microbianos para suprimir fitopatégenos, adicionalmente, aceleran la
descomposicion (degradacion) de los residuos de cosecha y otros compuestos, que
en consecuencia mejoran la calidad de los suelos agricolas. Descomponen la
materia organica (MO) mediante la produccion de diversas enzimas hidroliticas y
ligninoliticas (Usha et al. 2011; Bhatti et al. 2017). Por lo tanto, estos agentes
microbianos son una buena alternativa para usarse como aceleradores de la

descomposicion/degradacion de los residuos de cosechas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La reciente deteccion de los complejos ambrosiales (Euwallacea kuroshiol Fusarium
kuroshium) en México pone en riesgo los recursos fitogenéticos, ya que cuenta con
una gran diversidad de plantas, incluyendo cultivos como el aguacate, arboles
forestales y especies nativas, que pudieran ser potenciales hospederas de éstos y
otros complejos ambrosiales. En paises como EUA donde se han registrado la
presencia de estos complejos ambrosiales se han documentado dafos
considerables a arboles de cultivo como el aguacate, arboles de areas urbanas y
plantas nativas. El hongo fitopatogeno F. kuroshium simbionte de E. kuroshio, causa
la enfermedad conocida como muerte regresiva por Fusarium o Fusarium dieback
en lauraceas, entre ellas el aguacate (Eskalen et al. 2013). Las principales
estrategias destinadas a mitigar este y otros complejos ambrosiales es la aplicacion
de agroquimicos (insecticidas/fungicidas) de amplio espectro con resultados
satisfactorios y la incineracion de arboles enfermos, acompafiados de un monitoreo
continuo. Sin embargo, dados los inconvenientes que presenta el uso intensivo de
sustancias quimicas por el enorme deterioro medioambiental y la creciente
demanda de estrategias amigables con el medio ambiente se propone el control
biolégico basado en la aplicacion de agentes de biocontrol microbianos
(entomopatégenos y antagonistas) como una alternativa prometedora para el
manejo de los escarabajos ambrosiales y sus simbiontes fungicos fitopatogenos,
por ser una estrategia de bajo o nulo impacto ambiental, e inocuo al ser humano y
animales. Por los tanto, cepas de Streptomyces spp podrian ser una alternativa
prometedora para mitigar el impacto de los complejos ambrosiales
(escarabajo/hongo simbionte). El objetivo del estudio fue evaluar la capacidad
antifungica in vitro de cepas de Streptomyces contra Fusarium kuroshium y su

efecto in vitro en la promocion del crecimiento en plantas de Arabidopsis thaliana.

HIPOTESIS

Las cepas de Streptomyces spp inhiben eficazmente el crecimiento in vitro del
hongo fitopatégeno Fusarium kuroshium simbionte de Euwallacea kuroshio vy
promueven el crecimiento en plantulas de Arabidopsis thaliana.
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OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar el efecto antifungico in vitro de cepas de Streptomyces spp. contra el
hongo patogeno Fusarium kuroshium'y su capacidad para promover el crecimiento

de plantulas de Arabidopsis thaliana.

Objetivos especificos
1. Evaluar la actividad de tres cepas de Streptomyces spp. en la inhibicién

in vitro de Fusarium kuroshium.

2. Verificar y cuantificar la produccion de sideroforos y acido 3-indol acético,
solubilizar fosfatos y fijar nitrogeno atmosférico por las tres cepas de
Streptomyces.

3. Evaluar la capacidad de las cepas de Streptomyces para promover el
crecimiento in vitro de Arabidopsis thaliana
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos, Semillas y Reactivos

Todos los reactivos (grado analitico) utilizados fueron adquiridos de Sigma Aldrich
Corp. (St. Louis, MO, EUA). Las cepas de Streptomyces lactacystinicus (CIAD-
IA07), S. cellostaticus (CIAD-IA32) y S. mauvecolor (CIAD-IA104), fueron
proporcionadas por el cepario del CIAD, Unidad Cuauhtémoc. La cepa HFEW-16-
IV-019 del fitopatogeno Fusarium kuroshium utilizada para este estudio fue
proporcionada por La Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER), a
través del Servicio Nacional de Sanidad Publica, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA) y la Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV)
del gobierno de México, por ser un patdgeno cuarentenario, los experimentos de
confrontaciones in vitro se realizaron en el Centro Nacional de Referencia
Fitosanitaria (CNRF), bajo el nivel de bioseguridad 2 (BSL-2). El hongo fue aislado
de micangios del escarabajo E. kuroshio en Tijuana, México e identificado como F.
kuroshium (Garcia-Avila et al. 2016). Las cepas de Streptomyces fueron crecidos
en Czapek agar. Fusarium kuroshium fue sub-cultivado en el medio de cultivo Papa
Dextroza Agar (PDA) a 28 £+ 1 °C por 7 d, previo a su uso. Las semillas de
Arabidopsis thaliana (genotipo salvaje Col-0, usadas como plantas modelo) fueron
proporcionadas por Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados
(CINVESTAV-Irapuato, Guanajuato, México) del Instituto Politécnico Nacional
(IPN).

Caracterizacion Bioquimica de las Cepas de Streptomyces spp.
Fijacion de Nitrogeno
La capacidad de las tres cepas de Streptomyces spp. para fijar nitrdgeno se evaluo

de forma cualitativa utilizando el medio mineral de glucosa libre de nitrégeno
(GNFM, por sus siglas en inglés) con azul de bromotimol (BTB, por sus siglas en
inglés) de acuerdo con la metodologia propuesta por Ahmad et al. (2013). Este
medio se prepard usando 10 g de glucosa, 1 g de KoHPOg4, 0.2 g de MgSOs4, 0.2 g
de NaCl, 1 g de CaCOs3, 0.005 g de NaMoOQs, 0.1 g de FeS0O4, 20 gde agary 1 L
agua destilada. Al final, el medio se ajusto el pH a 7. En seguida, se esterilizoé en
autoclave a 120 °C y 15 PSI por 20 min. Este medio se vacié en cajas de Petri (90

24



x 15 mm), las cuales se inocularon en el centro con explantes de cada una de las
cepas de Streptomyces y se incubaron a 2911 °C por 7 d. Aquellas cepas que
desarrollaron un color azul alrededor de la colonia, se consideraron positivas (Figura
10).

Positiva

Figura 10. Fijacién de nitrégeno en agar GNFM por cepas de un actinomiceto no
streptomiceto. Izquierda. Reaccion negativa; Derecha. Reaccion positiva
evidenciada por una coloracion azul.

Produccion de Sideréforos
La produccion de sideroforos por las cepas de Streptomyces spp. se evaluo in vitro

en agar cromoazurol (Alexander y Zuberer, 1991). Un explante de 7 mm de diametro
de Streptomyces con 7 d de crecimiento en Czapek Dox se inoculd en el centro de
la caja de Petri (90 x 15 mm) que contenia el agar cromoazurol. Las cajas se
incubaron a 29 + 1 °C por 7 d. Se consideraron cepas positivas a la produccion de
sideréforos a aquellas que formaron halos con una coloracion anaranjada alrededor

de la colonia (Figura 11).
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Negativo / _ Positivo

Figura 11. Produccion de sideroforos en agar CAS por Streptomyces spp.
Izquierda. Reaccion negativa; Derecha. Reaccion positiva evidenciada por una
coloracién anaranjada alrededor de la colonia.

En aquellas cepas en las que se evidencid la produccidon de sideréforos, se procedio
a realizar la cuantificacion de acuerdo con las metodologias de Schwyn y Neilands
(1987) y Lee et al. (2012). Para ello, las cepas de Streptomyces se crecieron en
tubos cénicos de 15 mL que contenian 4 mL de medio ISP4 liquido. Este medio
consistio de 4 g/L de almiddn soluble, 1 g/L de extracto de levadura, 2 g/L KNOs,
0.5 g/L MgS04.7H20, 0.02 g/L CaCOs, 0.01 g/L y 25 g/L de agar y un litro de agua
destilada. Los tubos se incubaron a 28 £ 1 °C con agitacion constante (180 rpm) por
7 d. Los tubos coénicos que contenian el crecimiento de los Streptomyces se
centrifugaron a 10,000 rpm por 20 min, se recuperd el sobrenadante y se filtro
usando acrodiscos estériles de acetato de celulosa con un tamafo de poro de 0.20
um (Corning®). Se recuperaron 500 uL del sobrenadante y se mezclaron con una
proporcién igual (500 uL) del reactivo CAS, el cual se prepar6 a partir de varias
soluciones [(Solucién I: HDTMA (Hexadecyltrimethylammonium bromide) 10 mM),
(Solucion II: FeClz.6H20 1 mM diluidos en 10 mM HCI), (Solucion lll: cromoazurol S
2 mM), (Solucion 1V: 4.307g de PIPES (piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic acid),
piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid), 1,4-piperazinediethanesulfonic acid)
disueltos en 10 agua destilada estéril, a los que se adicion6 lentamente y en
agitacion constante 6.25 mL de HCI 12 M, antes de ajustar su pH a 5.6 con NaOH
concentrado)]. En un matraz aforado de 100 ml se adicionaron 6 mL de la solucién
I y 10 mL de agua destilada estéril, luego 1.5 mL de la solucion Il, 7.5 mL de la
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solucion Il 'y el total de la solucion IV, aforando con agua destilada estéril a 100 mL.
Finalmente, se adicion6 acido 5-sulfosalicilico a una concentracion final de 4 mM.

La reaccién se incubd por 60 min a temperatura ambiente (23 + 1 °C). En seguida,
se midid la absorbancia en un espectrofotometro (Evolution™ 300 UV-Vis
spectrophotometer, Thermo Scientific, EUA) a 630 nm. El porcentaje de unidades
de sideroforos (% US) producidas por las cepas de Streptomyces spp se determiné

empleando la siguiente ecuacion.
(A630M- Ag30R)

%US - X100
As30R

Donde:

%US: es el % de unidades de sideroforos.

As30M: es absorbancia de la muestra a 630 nm.
As30R: es la absorbancia de la referencia a 630 nm.

Produccién de Acido Indol-3-acético (AIA)
Para inducir la produccién de AlA por las cepas de Streptomyces spp., se inoculd 1

mL de un precultivo de Streptomyces spp con 3 d de crecimiento en 4 mL de caldo
ISP2 adicionado con L-triptéfano (150 mg/L) y se incub6 a 28 £ 1 °C en agitacion
constante (180 rpm) por 7 d. Este cultivo se centrifugé a 10,000 xg por 5 min, luego
se tom6 1 mL del sobrenadante obtenido, se mezclé con 2 mL del reactivo de
Salkowski (150 mL de H2SO4 concentrado, 250 mL de agua destilada estéril y 7.5
mL de 0.5 M de FeCl3.6H20) y se incub6 por 20 min en obscuridad a temperatura
ambiente (23 £ 1 °C). Se consideraron positivas a la produccion de AlA fueron a
aquellas que se tornaron de color rosa (Fig. 12). En las cepas positivas se cuantificd
el AIA producido por cada cepa. Para este propodsito, se realizd una curva de
calibracién a partir de un estandar de AlA en concentraciones de 0 a 0.10 mg/mL
(Fig. 12). La absorbancia se midié a 530 nm en un espectrofotémetro (Evolution™
300 UV-Vis spectrophotometer, Thermo Scientific, EUA; de Oliveira-Longatti et al.,
2014).
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Figura 12. Produccién de AIA por cepas de Streptomyces. Izquierda. Se muestra
la curva de calibracion a partir de un estandar de AIA en concentraciones de 0 a
0.10 mg/mL. Derecha. Se evidencia la reaccion positiva dada por un color rosaceo

Solubilizacién de Fosfatos

La capacidad de Streptomyces spp para solubilizar el fosfato de calcio Cas(POa)2,
se evalué en medio Pikovskayas (PKV), el cual estuvo consistié de 0.5 g de extracto
de levadura, 10 g de dextrosa, 5 g de Caz(PO,),, 0.5 g de (NH,),SO,, g de KCI 0.2,
0.1 g de MgS04, 0.0001 g de MnSO,, 0.0001 g de FeSO4 y15 g de agar disueltos
en un 1 litro de agua destilada. El pH del medio se ajustdé a 7.2, previo a su
esterilizacion. Una vez solidificado el medio PKV, se inoculd en el centro de la caja
de Petri, un explante de 7 mm de diametro de cada cepa de Streptomyces spp con
7 d de edad crecidas en medio Czapek Dox. En seguida, se incubaron a 2911 °C
por 7 d. Se consideraron positivas para solubilizacion de fosfatos a las cepas que
desarrollaron un halo transparente alrededor de la colonia (Figura 13; Soltani et al.
2010). Dado que nuestras cepas de Streptomyces fueron incapaces de solubilizar

fosfatos, no se procedié con la cuantificacidon de la misma.
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Negativo

Positivo

Figura 13. Solubilizacidon de fosfato de calcio por un actinomiceto no streptomiceto
usando el medio Pikovskayas. I1zquierda. Reaccion negativa; Derecha. Reaccion
positiva evidenciada por un halo transparente alrededor de la colonia.

Antagonismo in vitro de Streptomyces spp. contra Fusarium kuroshium
La actividad antifungica in vitro de Streptomyces spp. contra F. kuroshium se evaluo

mediante confrontaciones (cultivos) duales y por compuestos volatiles (COVs)
emitidos por las cepas de Streptomyces. Las confrontaciones duales consistieron
en colocar cuatro explantes de 6 mm de diametro de Streptomyces sp, previamente
crecidos en medio solido ISP4 en los puntos cardinales de las cajas de Petri (90 x
15 mm) que contenian medio Czapek Dox. En seguida, se incubaron a 28+1 °C por
10 d. Justo a los 10 dias, en el centro de la caja de Petri, se situ6é un explante de
PDA de 6 mm de diametro con crecimiento del hongo (micelio y conidios) de F.
kuroshium con 7 d de edad y se incubaron nuevamente a 28+1 °C (Fig. 14). El
crecimiento radial del patégeno (F. kuroshium) en las confrontaciones se midié cada
24 h hasta que el patégeno testigo (F. kuroshium solo) llené por completo la caja de
Petri. La inhibicion del crecimiento radial (ICR) del patégeno fue medida usando la
siguiente formula: ICR= (R1-R2) /R1 x100, donde R1 es el radio del patégeno

testigo y R2 es el radio del patdgeno en la confrontacion (Ezziyyani et al. 2004).
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Figura 14. Actividad antagonica de Streptomyces spp contra F. kuroshium por
confrontacién dual. Izquierda. Testigo positivo (explante de F. kuroshium).
Derecha. Streptomyces sp. vs F. kuroshium.

La actividad antifungica in vitro de los COVs emitidos por las cepas de Streptomyces
spp. contra F. kuroshium se llevo a cabo mediante la técnica de fondos cubiertos,
se coloco un explante de 6 mm de diametro de la cepa de Streptomyces spp., en el
centro de una caja de Petri (90 x 15 mm) y en otra caja, se colocd un explante de 6
mm de diametro de F. kuroshium, se unieron los fondos (sin tapa) de ambas cajas
de Petri y se sellaron con Parafilm. Se incubaron a 28 °C por 3 d y se midi6 el
crecimiento radial. Como testigo, se colocé en el centro de una caja de Petri (90 x
15 mm) un explante de 6 mm del fitopatégeno y se unié con el fondo de una caja de
Petri sin explante de antagonista (Yang et al. 2019).

Promocion del crecimiento in vitro de plantulas de arabidopsis
La habilidad de compuestos volatiles (COVs) emitidos por las cepas de

Streptomyces spp se evalud para promover el crecimiento in vitro de plantulas de
A. thaliana. Para este proposito, las semillas de A. thaliana se desinfectaron
previamente mediante lavados de 5 min, tres con hipoclorito de sodio al 3%, uno
con alcohol al 70%, y tres con agua destilada estéril. Una vez lavadas y secas las
semillas, se colocaron tres en cada caja de Petri de (90 x 15 mm) divididas, en el
area que contenia el medio Murashige y Skoog (MS) y Phytagel (4.4 y 5 g/L,
respectivamente), mientras que en el lado opuesto que contenia el medio Czapek
Dox se inoculd la cepa de Streptomyces (200 uL de un pre-cultivo con 3 d de
crecimiento en caldo ISP2), después de haber germinado las semillas de
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arabidopsis (= 3 dias) (Figura 15). Las cajas de Petri se colocaron en un angulo de
65° y se incubaron a 28°C, con un fotoperiodo de 16:8 h luz/obscuridad por 15 d.

Figura 15. Plantulas de A. thaliana. A) Crecidas en cajas de Petri sin divisién y B)
crecidas en cajas de Petri con division.

ANALISIS ESTADISTICO

Todas las pruebas bioquimicas cualitativas y cuantitativas consistieron en al menos
tres repeticiones experimentales. Las pruebas de antagonismo in vitro
(Streptomyces vs F. kuroshium) consistieron en 10 repeticiones. Las pruebas de
promocién de crecimiento in vitro de A. thaliana consistieron en nueve repeticiones.
Los datos de ICR, y los parametros de crecimiento medidos en plantulas de A.
thaliana se sometieron a analisis de varianza (ANDEVA) usando el Statistical
Analysis System version 9.0 (SAS, 2002), y la separacion de medias se realizd
mediante la prueba Tukey (p= 0.05).

31



RESULTADOS

Caracterizacion bioquimica de las cepas de Streptomyces spp.

Los resultados de la caracterizacion bioquimica de las tres cepas de cepas de
Streptomyces spp. se muestran en el Cuadro 2. Las tres cepas fueron capaces de
producir AIA vy sideréforos (Cuadro 2). Ambos compuestos implicados en la
promocioén del crecimiento vegetal. Sin embargo, fueron incapaces de fijar nitrogeno
y solubilizar fosfatos. La cepa S. cellostaticus (IA32) fue la que produjo la mayor
cantidad de AIA (13.67 mg/L). Mientras que la cepa Streptomyces lactacystinicus
(AIO7)* fue la que produjo la mayor cantidad de sideroforos (34.17 %U). La mayoria
de las cepas de Streptomyces, ademas de ser excelentes agentes de biocontrol de
fitopatdgenos, también sintetizan compuestos como fitohormonas (AIA) y
sideroforos, implicados en la promocion del crecimiento de las plantas (Gupta et al.
2015; Kaewkla y Franco, 2021; Wahyudi et al. 2019). Nuestros resultados coinciden
con los valores reportados en otros estudios para actinobacterias estreptomicetos y
no estreptomicetos con valores que van desde 2 hasta 48.6%U de sideréforos
(Garcia-Rojas et al. 2019; Chukwuneme et al. 2020; Lahmyed et al. 2021). Mientras
que en actinomicetos se han reportado rangos de produccion de AIA moderados de
0.2 a 136 mg/L (Narayana et al. 2009; Nimnoi et al. 2010). Sreevidya et al. (2016) y
se ha sugerido que el mecanismo mas comun para la biosintesis de esta auxina por
los actinomicetos se lleva a cabo a través de la ruta metabolica del acido indol-3-
piruvico e indol 3-aldehido acético, por consecuencia, el aumento en estas vias
metabdlicas implica un aumento en la sintesis de AIA (Shilev, 2013). Se ha
demostrado que la capacidad que tienen los actinomicetos para promover el
crecimiento de las plantas de diversos cultivos, esta dada por su habilidad para
producir sideréforos, fitohormonas (p.e. AlA) y a su capacidad para fijar nitrégeno y
solubilizar fosfatos (Monteiro et al. 2017).
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Cuadro 2. Sustancias producidas por cepas de Streptomyces spp implicadas en la
promocioén del crecimiento de las plantas

Sustancias promotoras del crecimiento vegetal

Produccion
Cepa de Solubilizacion Produccion
Fijacion de
Streptomyces de fosfatos de AIA
de N (mg/mL) (malL) sideréforos
mg/m m
g g (%U)
Streptomyces
lactacystinicus - - 6.67 34.17
(AlO7)
S. cellostaticus
- - 13.67 22.41
(IA32)
S. mauvecolor
- - 7.33 18.14
(IA104)

Actividad biologica in vitro de Streptomyces spp. contra Fusarium kuroshium
Al evaluar la actividad antifungica in vitro por confrontacién directa y a través de

volatiles de las tres cepas de Streptomyces (S. lactacystinicus, S. cellostaticusy S.
mauvecolor), se registraron inhibiciones del crecimiento de F. kuroshium de 51.18
a 64.51% por confrontacion dual (directa) y de 58.42 a 66.46% a través de los
volatiles emitidos por las cepas de Streptomyces spp., siendo S. lactacystinicus la
cepa que mostro la mayor inhibicion al ser confrontado por ambas técnicas (Figuras
16 y 17). Un numero considerable de cepas de Streptomyces han sido reportadas
con capacidad anti-fitopatogénica, esta actividad antagonica se le ha atribuido a su
capacidad para producir multiples compuestos bioactivos (volatiles y no volatiles)
(Toumatia et al. 2015; Barka et al. 2016). Un gran numero de cepas de
Streptomyces han demostrado su capacidad para inhibir in vitro el crecimiento de
fitopatdbgenos mediante confrontaciones duales (Garcia-Rojas et al. 2019; Pérez
Corral et al. 2022). Ademas de ser capaces de sintetizar COVs implicados en la
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inhibicién de fitopatégenos, incluido el género Fusarium (Yang et al. 2019; Pérez-
Corral et al. 2020).

100

W Confrontacion directa
@ Confrontacion a través de volatiles

2
< 80 -
(5
E
Q
® _ 601
S8
7T
o
— 40 -
i
2
2
~ 20 -
£

o =

inicus ticus colof
s acta®¥* ! g cellostT g mau®
Streptomyces spp.

Figura 16. Izquierda. Inhibicion del crecimiento in vitro de Fusarium kuroshium por
cepas de Streptomyces spp., mediante confrontacion dual (directa) y a través de
volatiles emitidos por Streptomyces. Derecha. Apariencia de la inhibicion del
crecimiento micelial de F. kuroshium por confrontacion directa.

F. kuroshium

AR

Testigo

Figura 17. Apariencia de la inhibicion del crecimiento micelial de F. kuroshium por
confrontacion a través de los compuestos volatiles emitidos por las cepas de
Streptomyces.

Promocion del crecimiento in vitro en plantulas de Arabidopsis thaliana
La longitud de raices, el peso fresco de la planta y el peso fresco de las raices en

plantulas de A. thaliana aumenté significativamente después de la exposicién a los
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COVs emitidos por las tres cepas de Streptomyces (Cuadro 3, Figura 18). Las raices
de las plantulas de arabidopsis fueron mas alargadas (>11 mm) que la plantulas
testigo. Tanto el peso fresco de la planta como el peso fresco de la raiz fueron
incrementados hasta en 3 y 3.8 veces mas que las plantulas testigo, al ser
expuestas a los COVs de S. lactacystinicus. Mientras que el numero de hojas no
se vio influenciada por los COVs de las tres cepas de Streptomyces probadas.

Cuadro 3. Efecto in vitro de algunas cepas de microorganismos benéficos algunos
parametros de crecimiento in vitro en plantulas de Arabidopsis thaliana

Streptomyces spp.
Parametros de

. S. S. S. Plantas
crecimiento/Cepas

. ) lactacystinicus cellostaticus mauvecolor testigo
de actinomicetos

(1A07) (1A32) (1A104)

Longitud raiz 60.38 £ 3.8ab* 63.86 + 3.56a 60.38 + 4921 =
primaria (mm) 1.75ab 5.01b

8.11+£0.12a 7.89+0.19ab 7.33 + 7.44 +
Numero de hojas

0.33ab 0.38ab

Peso fresco planta  23.24 + 3.95a 20.19+£3.28a 18.98 + 7.34 +
(mg) 4.33a 0.59b
Peso fresco raiz 13.46 + 1.49a 11.94 + 93+21abc 3.50 +
(mg) 2.64ab 0.62c

*Medias con las mismas literales entre hileras son estadisticamente similares. +

indican la desviacion estandar de las medias.

La gran mayoria de las cepas de Streptomyces tienen la capacidad de sintetizar
COVs implicados en la promocién del crecimiento vegetal (Pérez-Corral et al. 2022).
De acuerdo con algunos autores, los COVs favorecen indirectamente el desarrollo
de la planta, al ser detectados por las mismas (Zhang et al. 2007; Gutiérrez-Luna et
al. 2010). Se ha sugerido que este efecto positivo de promocion en A. thaliana

podria atribuirse a la accion conjunta de los COVs producidos por cada cepa de
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actinomiceto. Jiang et al. (2019) demostraron la capacidad de algunos COVs para
promover el crecimiento en A. thaliana, reportando aumentos especialmente en el

peso fresco de las plantas.

Figura 18. Apariencia de plantulas de Arabidopsis thaliana expuestas in vitro a
compuestos volatiles (COVs) emitidos por cepas de Streptomyces spp. Izquierda.
Plantula de arabidopsis usada como testigo. Derecha. Plantula de arabidopsis
evidenciando la mayor acumulacion de biomasa de raices y de pelos radicales
inducidos por los compuestos volatiles emitidos por Streptomyces cellostaticus
(cepa 1A32).
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CONCLUSIONES

Las tres cepas de Streptomyces fueron capaces de producir sideroforos y acido 3 —
indol acético, pero fueron incapaces de fijar nitrdgeno y solubilizar fosfatos.

Las tres cepas de Streptomyces spp inhibieron exitosamente el crecimiento in vitro
del hongo Fusarium kuroshium mediante confrontacion dual y a través de volatiles
emitidos por las cepas de Streptomyces.

Las tres cepas de Streptomyces fueron capaces de mejorar algunos de los
parametros de crecimiento in vitro en plantulas de Arabidopsis thaliana,
especialmente peso fresco de la planta, peso fresco de la raiz y longitud de las
raices primarias.

Las cepas de Streptomyces de este estudio tienen potencial para ser usados como
agentes de biocontrol de Fusarium kuroshiumy como biofertilizantes.
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RECOMENDACIONES

Basado en la capacidad de las cepas de Streptomyces de este estudio para inhibir
a Fusarium kuroshium, producir compuestos (ej. AlA, sideréforos) implicados en el
crecimiento de las plantas y promover el crecimiento en plantulas de arabidopsis
mediante los COVs emitidos por Streptomyces, se sugiere conducir estudios en
condiciones de invernadero. Ademas se sugiere, identificar los COVs emitidos por
estas cepas de Streptomyces y dilucidar cuales son aquellos responsables de inhibir

el crecimiento del fitopatégeno y de promover el crecimiento vegetal.
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