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RESUMEN

Las actinobacterias (actinomicetos), especialmente Streptomyces han sido ampliamente
probadas como agentes para el biocontrol de fitopatdgenos y la promocion del crecimiento vegetal.
Sin embargo, cepas de actinobacterias no estreptomicetos han sido poco exploradas en cuanto a
esto. El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad de compuestos volatiles (COVs) y no
volatiles de las actinobacterias no estreptomicetos Amycolatopsis umgeniensis, Amycolatopsis
lexingtonensis, Amycolatopsis lurida, Nocardioides albertanoniae, Saccharopolyspora
shandongensis, y Streptoverticillium (=Streptomyces) reticulum (testigo positivo) en la inhibicién
del crecimiento in vitro de Phytophthora capsici, y en la promocién del crecimiento de plantulas
de Arabidopsis thaliana y Capsicum annuum. Las actinobacterias fueron evaluadas en cuanto a su
capacidad in vitro para producir sideréforos y acido 3 indol-acético (IAA), solubilizar fosfatos, asi
como en cuanto a su actividad de quitinasa y celulasa. También se evaluaron los perfiles de COVs
emitidos por estas bacterias mediante GC-MS. Adicionalmente, se determind la actividad in situ
de A. lurida y S. reticulum, individualmente y en co-cultivo, en la promocién del crecimiento de
plantulas de C. annuum. Todas las cepas de actinobacterias inhibieron el crecimiento in vitro de P.
capsici y produjeron AIA y sideréforos. Amycolatopsis lurida presentd la mayor actividad de
celulasa, solubiliz6 fosfatos y produjo la mayor cantidad de compuestos implicados en la
promocion del crecimiento vegetal, tales como el AIA y sideréforos. La cepa de S. reticulum fue
la que produjo mas sider6foros (52.23 %U). Saccharopolyspora shandongensis fue la cepa con la
mayor capacidad para solubilizar fosfatos (5.89 mg/mL). Las cepas 4. lexingtonensis y A. lurida
presentaron actividad de celulasa. Streptoverticillium reticulum inhibi6 el crecimiento de P. capsici
por confrontacion directa (73%). %). Las cepas produjeron perfiles diferentes de COVs, llegandose
a identificar hasta 64 COVs diferentes. Los COVs de A. lexingtonensis inhibieron completamente
el crecimiento del fitopatdogeno. Las cepas de actinobacterias estudiadas favorecieron el
crecimiento in vitro de A. thaliana. Los COVs de N. albertanoniae y A. lexingtonensis
incrementaron el peso fresco de las raices, en 13.69 y 12.71 veces, respectivamente, y de 5 a 4.84
veces el peso del tallo. A. lurida + S. reticulum y A. lurida incrementaron significativamente la

longitud de raiz y la altura de las plantas de chile jalapefio

Palabras clave: actinobacteria, no estreptomicetos, promocién del crecimiento, metabolitos.
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ABSTRACT

Actinobacteria (actinomycetes), especially Streptomyces, have extensively been tested as
biocontrol agents of phytopathogens and as plant growth promoters. However, non-streptomycete
strains of actinobacteria have received little attention in this regard. The aim of this study was to
evaluate the activity of volatile (VOCs) and non-volatile compounds from strains of the non-
streptomycete actinobacteria Amycolatopsis umgenensis, Amycolatopsis lexingtonensis,
Amycolatopsis lurida, Nocardioides albertanoniae, Saccharopolyspora shandongensis, and
Streptoverticillium (=Streptomyces) reticulum (positive control) on the in vitro growth inhibition
of Phytophthora capsici and growth promotion of Arabidopsis thaliana and Capsicum annuum
seedlings. The actinobacteria were evaluated for their in vitro ability to produce siderophores and
3-indole-acetic acid (IAA), solubilize phosphates, as well as for their chitinase and cellulase
activities. The profiles of VOCs emitted by these bacteria were also evaluated by GC-MS.
Additionally, the effects of A. lurida and S. reticulum, alone and in co-culture, on the growth
promotion of Capsicum annuum seedlings was determined in situ. The six strains of actinobacteria
inhibited the growth in vitro of P. capsici and produced TAA and siderophores. Amycolatopsis
lurida showed the highest cellulase activity, solubilized phosphates and produced the highest
amount of compounds involved in promoting of plant growth, such as IAA and siderophores.
Streptoverticillium reticulum produced the highest quantity of siderophores (52.23 %U).
Saccharopolyspora shandongensis caused the highest solubilization of phosphates (5.89 mg/mL).
Amycolatopsis lexingtonensis and A. lurida showed cellulase activity. Streptoverticillium reticulum
inhibited the growth of the phytopathogen by direct confrontation (73%). The tested strains
produced different VOC profiles, with 64 different VOCs being produced for these bacteria. VOCs
from A. lexingtonensis completely inhibited the growth of the phytopathogen. The strains studied
favored the in vitro growth of A. thaliana. VOCs from N. albertanoniae and A. lexingtonensis
increased by 13.69 and 12.71 times, respectively, the fresh weight of the roots, and from 5 to 4.84
times the weight of the stem. Amycolatopsis lurida + S. reticulum and A. lurida significantly

increased root length and height of pepper plants.

Keywords: actinobacteria, non-streptomycetes, growth promotion, metabolites.
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1. INTRODUCCION

El chile jalapeno, Capsicum annuum L., es uno de los cultivos de mayor importancia en
México, y forma parte primordial de la cultura y gastronomia de su poblacion. México es uno de
los principales productores, consumidores y exportadores de este fruto. Sin embargo, su produccion
se ve afectada por diversas plagas insectiles y enfermedades microbianas. Una de las enfermedades
mas importantes en chile es la pudricion de la raiz, causada por un complejo de hongos patdgenos
como Rhizoctonia solani, Fusarium spp. y el Oomiceto Phytophthora capsici. Este ultimo provoca
pérdidas superiores al 60% (Mufioz-Villalobos et al., 2013; Valadez-Gutiérrez y Cervantes-
Martinez, 2017). El manejo y control de esta enfermedad se lleva a cabo principalmente mediante
la aplicacion de fungicidas quimicos con resultados satisfactorios (Valadez-Gutiérrez y Cervantes-
Martinez, 2017). Sin embargo, se ha documentado ampliamente que el uso desmedido de moléculas
quimicas ha contribuido a la contaminacién ambiental, eliminacion de organismos benéficos y al
aumento del desarrollo de resistencia de los organismos patdgenos hacia los fungicidas quimicos,
ademas de afectar la salud humana (Breda et al., 2017, Polat et al., 2018).

Debido a esto, actualmente se le estd dando mayor importancia al uso de métodos de control
alternativos para el manejo de enfermedades en chile y otros cultivos hortofruticolas, siendo el uso
de microorganismos benéficos como agentes de control microbianos una de las estrategias mas
prometedoras (Barratt et al, 2018; Begg et al, 2017; Pilkington et al., 2010). Estos
microorganismos benéficos se pueden encontrar en la filosfera, rizosfera y raices de las plantas.
Algunas cepas de estos microorganismos, ademas de ser excelentes agentes de biocontrol, también
promueven el crecimiento de las plantas (Dahal et al., 2017; Gupta et al., 2015; Sivasakthi et al.,
2014; Pérez-Corral et al., 2020). Las bacterias son el grupo méas ampliamente conocido con esta
propiedad, razon por la cual se les denomina rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR por sus siglas en inglés), las cuales incluyen también a las actinobacterias (actinomicetos)
(Glick, 2012; Kennedy, 1999). Las PGPR sintetizan fitohormonas como el acido 3 indol-acético
(AIA) y sideroforos (Kaewkla y Franco, 2021; Meena et al., 2020; Wahyudi et al., 2019),
solubilizan fosfatos y fijan nitrogeno atmosférico (Faried et al., 2019; Franco-Correa et al., 2010;
Satyaprakash et al., 2017; Trujillo et al., 2015). Todo esto favorece el crecimiento de la planta

mediante diversos mecanismos como descomposicion de la materia organica, reutilizaciéon de
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elementos esenciales, solubilizacién de nutrientes minerales, produccion de diversos reguladores
del crecimiento vegetal, degradacion de contaminantes organicos, promocion del crecimiento
radicular, aumento de la fertilidad del suelo y el biocontrol de fitopatégenos, mediante la sintesis
de antibidticos, compuestos volatiles y enzimas capaces de degradar la pared celular de
fitopatdgenos e induciendo la resistencia sistémica en la planta (Gupta et al., 2015; Sivasakthi et
al., 2014). Dentro de estos microorganismos han destacado las actinobacterias, principalmente del
género Streptomyces por su capacidad para sintetizar la mayoria de los compuestos arriba descritos,
incluidos COVs que también estan implicados en la promocién del crecimiento vegetal (Pérez-
Corral et al., 2020; Yang et al., 2019). Estas actinobacterias también son altamente eficaces en la
inhibicion del crecimiento de diversos hongos fitopatogenos como Alternaria alternata (Verma et
al., 2011), Rhizoctonia solani (Goudjal et al., 2014), Fusarium oxysporum (Kim et al., 2011),
Fusarium equiseti (Pérez-Corral et al., 2015), Fusarium solani (Pérez-Corral et al., 2020),
Phytophthora drechsleri (Sadeghi et al., 2017), Verticillium dahliae, entre otros (Pérez-Corral et
al., 2020). Adicionalmente, tienen la capacidad de producir enzimas liticas (quitinasa y celulasa)
que degradan la pared celular de los fitopatdgenos, entre otros compuestos anti-fitopatogénicos
(volatiles y no volatiles) o inducir/activar el sistema de defensa de las plantas ante el ataque de
fitopatogenos (Chen et al., 2007; Harman, 2011). Sin embargo, existen otras actinobacterias
pertenecientes a géneros como Amycolatopsis, Nocardioides y Saccharopolyspora, por mencionar
algunos, con potencial para ser usados como agentes de biocontrol y como biofertilizantes, que han
sido poco estudiados (Saito et al., 2009). Basado en lo anterior, el objetivo de este estudio fue
evaluar la capacidad de algunas cepas de actinobacterias no estreptomicetos para inhibir el
crecimiento in vitro de Phytophthora capsici y para promover el crecimiento en plantulas de

Arabidopsis thaliana y Capsicum annuum.
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2. ANTECEDENTES

2.1. El Chile (Capsicum spp.)

El chile Capsicum spp. (Solanaceae; Solanales) es nativo de América, y es ampliamente utilizado
como condimento en los alimentos (Long-Solis, 1986). El chile cuenta con alrededor de 30
especies, las mayormente cultivadas a nivel mundial son; C. chinense Jaq., C. frutescens L., C.
pubescens Ruiz y Pav., C. annuum L., C. baccatum L. (Kraft et al., 2014; Peréz-Castafieda et al.,
2015).

Capsicum annuum es la mas ampliamente distribuida y cultivada en México y el mundo (Pérez-
Castafieda et al., 2008). Esta especie puede cultivarse desde el nivel del mar y hasta 2,500 msnm.
Su crecimiento puede ser anual o perenne, sus tallos suelen ser erectos, herbaceos y ramificados de
color verde obscuro, la planta tiene una altura promedio de 60 cm, sus hojas son planas, simples y
de forma ovoide alargada y sus raices crecen a profundidades de hastal.2 m y 1.2 m de ancho. Las
flores son blancas, perfectas (hermafroditas) y se forman en las axilas de las ramas. Su fruto es
alargado y comienza a hacerse curvo conforme alcanza su madurez (Barchenger y Bosland, 2019;
Peréz-Castaneda et al., 2015).

En México, el chile es de gran importancia cultural y gastronomica. México ocupa el segundo lugar
a nivel mundial en cuanto a la produccion de chile verde, con 3,047,218.38 ton, y es uno de los
principales paises exportadores (SIAP-SAGARPA, 2021). Los chiles son consumidos en fresco,

cocidos, deshidratados, curtidos, entre otros.

2.1.1. Problematica Fitosanitaria del Chile en México

El cultivo de chile es susceptible a un gran nimero de enfermedades ocasionadas por diversos
fitopatdogenos entre los que se encuentran hongos (Alternaria solani, A. alternata, Oidiopsis

taurica, Fusarium spp., Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii entre
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otros), oomicetos (Phytophthora capsici, Pythium spp.), bacterias como Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria, virus (Virus Jaspeado del Tabaco, Virus del Mosaico del Pepino, Virus del Mosaico
del Tabaco, Virus Huasteco del Chile, Virus del Chile Jalapefio y Virus Chino del Tomate) y
nematodos (Meloidogyne spp. y Nacobbus spp.). Estos fitopatogenos son los encontrados con
mayor frecuencia en México y se estima que pueden ocasionar pérdidas parciales o totales del
cultivo, provocando que en algunas regiones se disminuyan la superficie de siembra o incluso se

traslade la siembra a otras regiones (Laborde y Pozo, 1984; Lopez y Gonzélez, 2001)

2.1.2. Microorganismos Fitopatogenos

Se han reportado diversos microorganismos fitopatégenos que afectan a este cultivo, provocando
grandes pérdidas para los agricultores. Destacan por su importancia, los Oomicetos Phytophthora
capsici y Pythium spp. (Majid et al., 2017; Nawaz et al., 2015) y varios hongos (Fusarium spp.
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Colletotrichum acutatum,
Colletotrichum capsici 'y Colletotrichum gloeosporioides), entre otros (Frans et al., 2017; Kumar

et al., 2017; Naresh et al., 2017; Than et al., 2008).

2.2. Phytophthora capsici

Phytophthora capsici es un Oomiceto fitopatogeno. Su principal hospedero es C. annuum
(Hausbeck y Lamour, 2004). Este patdégeno fue aislado de plantas de chile con dafios y descrito por
primera vez por Leonian (1922). La enfermedad causada por P. capsici en chile es conocida como
marchitez del chile, la cual es inicialmente asintomatica pero conforme la enfermedad avanza, las
raices y tallos se tornan descoloridos, y se pueden evidenciar lesiones circulares o irregulares color
marrén claro en las hojas y frutos (Ristaino y Johnston, 1999; Weber, 1932). Se ha demostrado que
puede ocasionar la marchitez y defoliacién completa de la planta en pocos dias, por ser un patogeno

que impide el subministro de nutrientes al bloquear el xilema, especialmente en ambientes con
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humedades altas y temperatura de entre 25 y 30 °C (Chew et al., 2008; Hausbeck y Lamour, 2004).

2.2.1. Caracteristicas Macro y Microscopicas de Phytophthora capsici

Macroscopicamente presenta micelio blanquecino cenocitico que puede tornarse oscuro cuando la
colonia es vieja. MicroscOpicamente presenta esporangios ovoides piriformes de entre 33-138 pum
de largo y 14- 43 um de ancho que en medios acuosos producen zoosporas biflageladas (Alconero
y Santiago, 1972; Bernhardt y Grogan, 1982). Estas zoosporas flageladas favorecen su
diseminacion y busqueda de nuevas plantas hospederas. Phytophthora capsici se reproduce
sexualmente cuando el anteridio (masculino) y el oogonio (femenino) entran en contacto, dando
como resultado las oosporas, estas pueden persistir en el suelo por varios afios o sobrevivir en
tejido muerto en espera de un nuevo hospedero, lo que las convierte en la primera fuente de in6culo
(Lamour y Hausbeck, 2001). Este patéogeno produce enzimas como las poligalacturonasas,
pectinasas, metilesterasas y pectato liasas que degradan la pared celular de las plantas (Bishop-
Hurley et al., 2002; Feng et al., 2010; French et al., 2007; Hardham y Shan, 2009; Nespoulous et
al., 1999).

2.2.2. Control de Phytophthora capsici

Para el control de este patogeno se implementan diversas estrategias, ya sea solas o en
combinacion, tales como rotacion de cultivos, control cultural, y el uso de fungicidas como el
mefenoxam (Metalxyl-M) que inhibe el crecimiento de este Oomiceto por interferencia selectiva
con la sintesis de ARN ribosomal. Aunque este producto ha resultado eficiente en la supresion del
patdgeno, desafortunadamente inducen resistencia parcial o total en los hongos objetivo, aunado a
la contaminacion ambiental por su uso excesivo (Pons-Hernandez et al., 2020).

El control biologico mediante el uso de microorganismos benéficos como hongos (7richoderma),

bacterias (Bacillus) y actinobacterias (Streptomyces) (Pilkington et al, 2010) es una de las
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estrategias prometedoras para la prevencion y supresion de la marchitez del chile (Barratt ef al.,

2018; Begg et al., 2017).

2.3. Actinobacterias

Las actinobacterias 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 filamentosas Gram positivas con altos niveles de guanina y citosina en su ADN, tienen
una pared celular rigida compuesta de acido murdmico, la gran mayoria de las actinobacterias
terrestres son mesofilicas y su desarrollo 6ptimo ocurre entre 25 a 30 °C y pH neutro, aunque
pueden crecer en rangos de 5.0-9.0, algunos pueden ser halofilos (crecen en suelos salinos) o
termofilos (crecen por arriba de los 45 °C). Algunas especies de los géneros Thermoatinomycetes
y Streptomyces han sido reportadas como termofilicas (55 a 65°C) creciendo en compostas y
abonos (Bhatti et al., 2017).

Algunos de los factores importantes que condicionan la abundancia de las actinobacterias en el
suelo, son la disponibilidad de nutrientes, abundancia de materia organica, salinidad, humedad
relativa, temperatura, pH y la vegetacion del suelo (Goodfellow y Williams, 1983; McCarthy y
Williams, 1990). La mayoria de las actinobacterias tienen la capacidad de producir compuestos
bioactivos como antibidticos, antiflingicos, antivirales, enzimas y otros compuestos que pueden ser
utilizados en el ambito médico, agricola e industrial (Baltz, 2007; Demain y Sanchez, 2009;

Kekuda et al., 2010).

2.3.1. Caracteristicas Macro y Microscopicas

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 reproduccién y sintesis de compuestos. La

segunda forma celular son las esporas (que son las estructuras de resistencia), éstas germinan
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cuando las condiciones ambientales son favorables y pasan a la forma vegetativa (Mayfield et al.,
1972). El micelio es ramificado, no fragmentado, generalmente con hifas vegetativas de entre 0.2
a 0.8 um 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 (Goodfellow et al., 2012; Waksman,

1940, 1950).

2.3.2. Ecologia

Las actinobacterias se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, incluidos agua salada
y cuerpos de agua dulce (Macagnan et al., 2006). La mayoria de las actinobacterias en ecosistemas
terrestres son saprofitos estrictos porque su principal reservorio es el suelo, especialmente
agricolas, heno y composta, donde si, las condiciones no son favorables pueden permanecer por
periodos largos formando estructuras de supervivencia (artrosporas) que germinaran cuando las
condiciones sean Optimas (Moncheva et al., 2002).

El género Streptomyces es el méas ampliamente distribuido y estudiado de las actinobacterias.
Razén por la cual, la frecuencia con la que se aisla es superior al 95%, mientras que el resto
corresponde a otros géneros (Barka et al., 2015). Esta tendencia es atribuida principalmente a la

selectividad de los métodos utilizados para el aislamiento (Williams, 1982).

2.3.3. Actinobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal

Muchos microorganismos se desarrollan en la rizosfera de las plantas o en el interior de éstas como
endofitos. Algunos de estos microorganismos son promotores del crecimiento vegetal, destacando
entre ellos las bacterias (incluyendo actinobacterias) extensamente conocidas como rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés). Estas bacterias influencian

positivamente la salud, el desarrollo y la productividad de las plantas, de manera directa o indirecta.

20



De manera directa, mediante el aumento en la disponibilidad de nutrientes al solubilizar fosfatos,
fijar nitrégeno, y producir sideroforos, lo que le permite a la planta desarrollarse inclusive en suelos
con escasos nutrientes (Lugtenberg y Kamilova, 2009; Ortiz-Castro et al., 2009; Pérez-Montafio et
al., 2014). La produccion de fitohormonas como auxinas, citocinas y enzimas que modifican las
redes de senalizacion hormonal, es otro de los mecanismos mediante los cuales, las PGPR
favorecen el crecimiento de las plantas (Glick ef al., 2007; Gouvéa et al., 1997; Leveau y Lindow,
2005).

De manera indirecta estas bacterias mejoran el crecimiento vegetal activando los sistemas de
defensa de las plantas principalmente las resistencias sistémicas y aliviando el estrés abiodtico
inducido por sequia y/o salinidad (Cartieaux et al., 2008; Van Wees et al., 1997; Walker et al.,
2011).

Estas cualidades posicionan a las PGPR, incluidas las actinobacterias, como una alternativa al uso
de fertilizantes minerales. Afortunadamente, esas cualidades han sido recientemente exploradas en
la agroindustria y como resultado de esto, a la fecha podemos encontrar una variedad de estos
productos disponibles en el mercado, con PGPR como ingrediente activo (Dey ef al., 2014; Pérez-
Montafio et al., 2014)

Se han reportado diversos géneros bacterianos capaces de promover el crecimiento vegetal, entre
los que destacan  Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum y Streptomyces
(actinomicetos/actinobacterias).

Las actinobacterias producen metabolitos que favorecen el crecimiento y nutricion vegetal e
inducen los sistemas de defensa de las plantas. Entre estos metabolitos destacan fitohormonas como
el acido 3-indol acético (AIA), sideroforos, ademas de que dichas bacterias son capaces de
solubilizar fosfatos, fijar nitrogeno atmosférico, entre otras (Gopalakrishnan ef al., 2014).

El nitrogeno (N) y fosforo (P) son macroelementos indispensables para el desarrollo 6ptimo de las
plantas. EI N se encuentra disponible como nitrogeno molecular y solo es metabolizado por pocos
microorganismos, entre ellos algunas actinobacterias con la capacidad de reducir el N2 atmosférico
a amonio (NH4) para que pueda ser absorbido por las plantas (Philippot y Germon, 2005). Mientras
que el P, es muy abundante en el suelo, pero se encuentra en forma inorganica, la cual no puede
ser absorbida directamente por las plantas. Usualmente para contrarrestar este problema se aplican
fertilizantes a base de fosforo organico, pero éste es inmovilizado en el suelo y no puede ser

aprovechado en su totalidad por las plantas (Sharma et al., 2013). Afortunadamente muchos
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microorganismos, incluidas algunas cepas de actinobacterias solubilizan fosfatos, haciendo
disponible el P para las plantas.

Por otra parte, las actinobacterias son capaces de producir sideréforos (quelantes de hierro),
permitiendo que el hierro presente en el suelo principalmente en su forma Fe*" pase a Fe*" y pueda
ser absorbido por las plantas.

Las fitohormonas que regulan el crecimiento vegetal y el desarrollo de las plantas se clasifican en
cinco grupos (auxinas, citocinas, giberelinas, etileno y acido abscicico). Las auxinas incluyen el
AlIA, el cual esta implicado en la mejora de algunos atributos de calidad de las plantas como el
tamano de los frutos, ademas de activar la resistencia por parte de la planta a factores ambientales

(Shutsrirung et al., 2013).

2.3.4. Actinobacterias como Agentes de Control Biologico

Diversos métodos de control han sido estudiados e implementados para suprimir enfermedades en
el cultivo de chile, incluyendo rotacion de cultivos, quema de rastrojo, uso de fungicidas quimicos
y agentes de control biologico, y por supuesto, manejo integrado de enfermedades (MIE). El uso
de microorganismos benéficos como agentes microbianos para el control bioldgico de
fitopatdgenos ha destacado como una alternativa prometedora, por ser mas amigable con el medio
ambiente y que ademas fortalece los esquemas de MIE en los cultivos hortofruticolas, incluido el
chile.

Las actinobacterias son conocidas por su habilidad para suprimir tanto in vitro como in situ el
crecimiento de una gran variedad de hongos fitopatogenos, especialmente, cepas de actinobacterias
aisladas de la rizosfera de plantas cultivadas y no cultivadas (Chaurasia et al., 2018). Algunos de
los modos de accidon que utilizan las actinobacterias para suprimir el crecimiento de fitopatdgenos
de manera directa son la 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). La forma indirecta ocurre
mediante la induccion/activacion de los mecanismos de defensa de la planta al producir compuestos

elicitores como fitohormonas y sefializadores moviles como el acido salicilico (Viaene et al., 2016).
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Diversas especies de actinobacterias, principalmente del género Streptomyces han sido probadas

para la supresion de multiples fitopatégenos en diferentes cultivos agricolas, incluido el chile

(Capsicum spp.) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Principales actinobacterias utilizadas para control bioldgico de enfermedades en chile.

Actinobacteria

Streptomyces sp.
Leifsonia xyli

Actinobacteria

Streptomyces
hygroscopicus

Streptomyces sp.

Streptomycetes
ambofaciens

Streptomyces sp.

Streptomyces

Fitopatogeno

Rhizoctonia solani
Fusarium graminearum
F. oxysporum
Colletotrichum acutatum

Sclerotium rolfsii

F. oxysporum

Colletotrichum gloeosporioides

Phytophthora capsici
Pectobacterium carotovorum

Phytophthora infestans

Referencia
(Passari et al., 2015a)

(Passari et al., 2016)

(Pattanapipitpaisal y Kamlandharn,
2012; Saengnak et al., 2013)

(Saengnak et al., 2013)
(Heng et al., 2015)

(Balaraju et al., 2016)

(Loliam et al., 2012)

rubrolavendulae

2.3.5. Actinobacterias no Estreptomicetos

Cepas del género Streptomyces sp. aisladas de suelo, son las que han sido mas estudiadas como
agentes de control biologico de hongos fitopatégenos y como promotores del crecimiento vegetal,
probablemente, debido a que este género es el mas frecuentemente aislado, gracias a que la mayoria
de los medios utilizados para el aislamiento de actinobacterias estdn disefiados para la obtencion
de cepas de Streptomyces. Lo anterior hace que el aislamiento de actinobacterias no estreptomicetos
sea menos frecuente y, por ende, que estos microorganismos sean menos estudiados y reportados
en la literatura. A pesar de la poca informacion existente respecto a estas actinobacterias, éstas
podrian resultar promisorias como promotoras del crecimiento vegetal y en la supresion de

microorganismos patogenos (Cuadro 2).
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Por lo anterior, se considera de gran importancia estudiar otros géneros de actinobacterias de las
que no existe mucha informacién como Amycolatopsis, Nocardioides y Saccharopolyspora, con el
fin de evaluar su capacidad anti-fitopatogenica para ser utilizados como agentes de biocontrol y en
la promocion del crecimiento de plantas cultivadas (Pérez-Corral et al., 2015). Se ha evidenciado
que algunas cepas del género de Amycolatopsis han sido reportados como antagonistas de diversos
fitopatogenos como Leucocoprinus sp., Fusarium solani, Acrodontium sp., Cyphellophora sp.
Syncephalastrum racemosum, Phoma sp., Escovopsis sp, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum
y Curvularia oryzae (Saito et al., 2009), ademas de ser promotores del crecimiento vegetal
(Tamreihao et al., 2017). Por su parte, cepas pertenecientes al género Nocardioides fueron
reportados por su antagonismo contra fitopatdgenos como Alternaria solani, Botrytis cinerea,
Rhizoctonia solani, Pythium spp. y Fusarium pseudograminearum (Franco et al., 2007).
Nocardioides spp. también se considera como un promotor del crecimiento vegetal.
Saccharopolyspora ha presentado antagonismo contra diversos fitopatdgenos como Aspergillus
niger, A. flavus, Penicillium digitatum, P. pinophilum, Alternaria brassicicola, Chaetomium
globosum, Fusarium oxysporum, Phytophthora dresclea, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea y

Colletotrichum falcatum (Gangwar et al., 2012a)
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Cuadro 2. Actinobacterias no estreptomicetos utilizadas como agentes de control bioldgico de patdogenos en diversos cultivos.

Antagonista Fitopatégeno Planta Enfermedad Referencia
Actinoplanes spp. Pythium ultimum Remolacha Damping-off (Khan et al., 1993)
A. missouriensis Phytophthora megasperma sp. Soja Pudricion de raiz  (Sutherland et al., 1984)
glycinea
A. missouriensis P. megasperma f. sp. glycinea Soja Pudricion de raiz ~ (Filonow y Lockwood, 1985)
A. missouriensis Plectosporium tabacinum Lupino Pudricion de raiz  (El-Tarabily, 2003)
A. philippinensis Pythium coloratum Zanahoria Picado (El-Tarabily et al., 1997)
A. philippinensis Pythium aphanidermatum Pepino Damping-off (El-Tarabily, 2006)
A. utahensis P. megasperma f. sp. glycinea Soja Pudricion de raiz  (Filonow y Lockwood, 1985)
Actinomadura sp. Phytophthora cinnamomi Boca de Pudricion deraiz  (You et al., 1996)
dragoén
A. rubra P. coloratum Zanahoria picado (El-Tarabily et al., 1997)
Amorphosporangium P. megasperma f. sp. glycinea Soja Pudricion deraiz  (Filonow y  Lockwood,
auranticolor 1985)
Microbispora sp. Gaeumannomyces graminis var. tritici ~ Trigo Pietin del trigo (Coombs et al., 2004)
Microbispora rosea P. aphanidermatum Pepino Damping-off (El-Tarabily, 2006)
Micromonospora sp. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ~ Tomate Marchitez (Smith, 1957)
vascular
Micromonospora sp. P. megasperma f. sp. glycinea Soja Pudricion deraiz  (Filonow y  Lockwood,
1985)
Micromonospora sp. G. graminis var. tritici Trigo Pietin del trigo (Coombs et al., 2004)
M. carbonacea P. cinnamomi Banksia sp. Pudricion de raiz  (El-Tarabily et al., 1996)
M. carbonacea P. coloratum Zanahoria Picado (El-Tarabily et al., 1997)
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M. carbonacea
Micromonospora chalcea

M. globosa

Nocardia globerula

Nocardioides sp.
Nocardioides sp.
Streptosporangium albidum

Streptoverticillium netropsis

Sclerotinia minor
P. aphanidermatum

Fusarium udum

Helminthosporium solani

Phytophthora fragariae var. rubi
G. graminis var. tritici
P. coloratum

P. coloratum

Lechuga
Pepino

Frijol chicharo

Papa
Frambuesas
Trigo
Zanahoria

Zanahoria

Declive basal
Damping-off
Marchitez
vascular

Sarna plateada

Pudricion de raiz
Pietin del trigo
Picado

Picado

(El-Tarabily et al., 2000)
(El-Tarabily, 2006)
(Upadhyay y Rai, 1987)

(Elson et al., 1997)

(Valois et al., 1996)
(Coombs et al., 2004)
(El-Tarabily et al., 1997)
(El-Tarabily et al., 1997)
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2.3.5.1. Amycolatopsis. Género propuesto para las actinobacterias con micelio aéreo estéril e hifas
de sustrato que se fragmentan en estructuras en forma de esporas cuadradas u ovaladas; algunos
miembros de este género fueron inicialmente clasificados en los géneros Actinomyces, Nocardia,
Proactinomyces'y Streptomyces. Después fueron reclasificadas en Amycolatopsis, género conocido
por su capacidad para producir metabolitos secundarios bioactivos. Este género ha sido encontrado
en multiples ecosistemas (Nafis et al., 2019; Steven et al., 2008), sin embargo, la mayoria de las
cepas de este género han sido aisladas de suelos, incluidos los asociados a raices, polvos de
catacumbas y sedimentos oceanicos, inclusive de suelos contaminados con metales pesados, pero
pocas especies de este género han sido reportadas como endofitas.

Dentro del género Amycolatopsis, las especies A. rifamycinica y A. orientalis se han reportado
como productoras de rifampicina y vancomicina, respectivamente (Bala et al., 2004; Wink, 2003).
También han demostrado potencial antagénico contra multiples hongos fitopatdégenos como
Leucocoprinus sp., Fusarium solani, Acrodontium sp., Phoma sp., Escovopsis sp., Rhizoctonia
solani, F. oxysporum y Curvularia oryzae (Sen et al., 2009; Tamreihao et al., 2017). Saito et al.
(2009) evidenciaron actividad antifungica de Amycolatopsis sp. contra R. stolonifer, M. javanicus,
y M. racemosus y la tribuyeron a la capacidad de esta cepa para producir enzimas liticas como
quitinasa.

La cepa Amycolatopsis sp. BCA-696 aislada de rizosfera de garbanzo (Cicer arietinum) por
Gopalakrishnan et al. (2019) fue capaz de promover el crecimiento vegetal en garbanzo y sorgo, y
de suprimir la pudricion de raiz del sorgo causada por el hongo Macrophomina phaseolina, en
condicionados de invernadero y campo.

Ningthoujam et al. (2016) reportaron una cepa de Amycolatopsis sp. MBRL 40 capaz de producir
compuestos promotores del crecimiento (AIA) y enzimas liticas (queratinasa), ademas de
solubilizar fosfatos. Amycolatopsis sp. MBRL 40 también promovi6é una mayor germinacion en
semillas de arroz (Oryza sativa), asi como un mayor indice de vigor germinativo, ademas se
evidencid un aumento considerable en la altura de la planta, y peso seco y fresco de las raices

(Tamreihao et al., 2017).

2.3.5.2. Nocardioides. Este género fue propuesto por Prauser (1976) para actinobacterias Gram-

positivas, aerdbicas, mesofilicas, nocardioformes, con micelio que se fragmenta en estructuras
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redondas o cocos. Este género constaba solamente de dos especies originalmente,
subsecuentemente, otras especies fueron agrupadas en este género, basado en sus caracteres
morfolégicos (O'Donnell ef al., 1982). Cepas de este género han sido aisladas de una gran variedad
de ecosistemas como suelos, plantas, aguas residuales y lagos (Prauser, 1989) y se ha demostrado
su potencial en la degradacion de contaminantes, por esta razon son de gran interés en la
biorremediacion y detoxificacion en regiones contaminadas (Ménnistd et al., 2001).

Algunas cepas de este género han sido aisladas de plantas, especialmente asociadas a la rizosfera,
pero también se han reportado cepas endofitas. En algunas cepas de Nocardioides sp. como
NIMMe6, se ha demostrado su capacidad para producir AIA y acido salicilico en cantidades
considerables, ambos compuestos ademas de ser promotores del crecimiento vegetal tienen funcion
elicitora y son capaces de sobrevivir en medios pobres en nitrogeno (Meena ef al., 2020). Carrer-
Filho (2002) report6 una cepa de Nocardioides thermolilacinus como agente de control bioldgico
al reducir significativamente la severidad de la mancha negra en tomate causada por Alternaria
solani. La cepa 3Y27 de Nocardioides sp. fue reportada como antagonista a Botrytis cinerea y
como posible promotora del crecimiento vegetal, al producir AIA y sider6foros (Andreolli et al.,
2016). También se ha documentado que algunas cepas de Nocardioides sp. pueden proteger a las
semillas de trigo (Triticum) contra patdégenos del suelo como Rhizoctonia solani, Pythium spp. y

Fusarium pseudograminearum (Franco et al., 2007)

2.3.5.3. Saccharopolyspora. Género propuesto por Lacey y Goodfellow (1975), agrupa a las
actinobacterias con micelio aéreo blanco, que forman hifas aéreas ramificadas y que se fragmentan
en forma de baston en esporas circulares con apariencia de perla en cadena dentro de una vaina
filamentosa. Las especies de este género son aerobias, no acido resistentes. Su pared celular esta
compuesta por acido diaminopimélico y la célula contiene hidrolizados de arabinosa y galactosa.
Actualmente este género consta de 21 especies. Dentro de estas, se encuentran S. erythraea, que
produce los antibidticos de importancia comercial eritromicina A y eritronolida B (Martin y
Rosenbrook, 1967) y S. aurantica, que produce compuestos plaguicidas, lo que la hace importante
en agricultura (Fabre et al., 1993). Otra especie importante es S. spinosa por su accion insecticida
al producir macrolidos derivados de policétidos glicosilados, como la espinosina A y D (Hong et

al., 2006). Gangwar et al. (2012b) reportaron que la cepa Saccharopolyspora R39 fue capaz de
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producir AIA y solubilizar fosfatos. También se han documentado cepas (R39 y O-9) de
Saccharopolyspora con actividad antifingica, especialmente contra los hongos Aspergillus niger,
A. flavus, Penicillium digitatum, P. pinophilum, Alternaria brassicicola, Chaetomium globosum,
Fusarium oxysporum, Phytophthora dresclea, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea 'y

Colletotrichum falcatum (Gangwar et al., 2012b).
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3. HIPOTESIS

Las cepas de actinobacterias no estreptomicetos inhiben eficazmente el crecimiento in vitro
del Oomiceto Phytophthora capsici mediante compuestos volatiles y no volatiles y promueven la

acumulacion de biomasa en plantulas de Arabidopsis thaliana y Capsicum annuum.
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4. OBJETIVO

4.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad de cepas de actinobacterias no estreptomicetos para inhibir el crecimiento de
Phytophthora capsici mediante compuestos volatiles y no volatiles y promover el crecimiento de

plantulas de Arabidopsis thaliana 'y Capsicum annuum.

4.2. Objetivos Especificos

Verificar y cuantificar la produccion de siderdforos y acido 3-indol acético por las cepas de
actinobacterias.

Evaluar la capacidad de las cepas de actinobacterias para solubilizar fosfatos y fijar nitrogeno
atmosférico.

Cuantificar en las cepas de actinobacterias la actividad enzimatica de quitinasa y celulasa
implicadas en la degradacion de la pared celular de P. capsici.

Evaluar la actividad de las actinobacterias en la inhibicion del crecimiento in vitro de P. capsici.
Evaluar la capacidad de las cepas de actinobacterias para promover el crecimiento in vitro de
Arabidopsis thaliana e in situ de Capsicum annuum

Identificar los compuestos volatiles emitidos por las cepas de actinobacterias no estreptomicetos

que pudieran estar involucrados en la supresion del crecimiento micelial de P. capsici.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Microorganismos, Semillas y Reactivos

Todos los reactivos (grado analitico) fueron adquiridos de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
Las cepas de actinobacterias no estreptomicetos: Amycolatopsis umgeniensis CIAD-1A16,
Amycolatopsis lexingtonensis CIAD-CA13, Amycolatopsis lurida CIAD-CA30, Nocardioides
albertanoniae CIAD-CA20, Saccharopolyspora shandongensis CIAD-CA15 y la cepa
Streptoverticillium  (=Streptomyces) reticulum CIAD-IA69 (testigo positivo), fueron
proporcionadas por el cepario del CIAD, Unidad Cuauhtémoc. Estas cepas se encuentran dadas de
alta en el GenBank bajo las siguientes claves de acceso: MN309761.1, MK968580.1,
MKO968591.1, MK968585.1, MK968582.1 y MN309769.1, respectivamente. La cepa del
fitopatdogeno Phytophthora capsici CPV-283 (AR26) fue proporcionada por la Dra. Sylvia Patricia
Ferndndez Pavia, obtenida de una coleccion perteneciente al Instituto de Investigaciones
Agropecuarias y Forestales de la Universidad Michoacana de San Nicolds Hidalgo (UMSNH),
Morelia, Michoacan, México. Esta cepa fue aislada de plantas de C. annuum en Yurécuaro,
Michoacan, México, y seleccionada con base en su capacidad patogénica documentada en un
estudio previo (Castro-Rocha et al., 2016). Este oomiceto se mantuvo en agar harina de maiz (CM)
y 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 chile jalapefio “M” Capsicum annuum L. se compraron a una empresa
local en Delicias, Chih., Méx. 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).
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5.2. Caracterizacion Bioquimica de las Cepas de Actinobacterias

5.2.1. Fijacion de Nitrogeno

La capacidad de las cepas de actinobacterias para fijar nitrogeno fue evaluada de forma cualitativa
utilizando el medio mineral de glucosa libre de nitrogeno (GNFM, por sus siglas en inglés) con
azul de bromotimol (BTB, por sus siglas en inglés). Este medio estuvo compuesto por 10 g de
glucosa, 1g de KoHPO4, 0.2g de MgSOs4, 0.2g de NaCl, 1g de CaCOs3, 0.005g de NaMoOs, 0.1g de
FeSO4, 20g de agar y 1 L agua destilada (pH 7). Este medio se vacio en cajas de Petri (90 x 15
mm), las cuales se inocularon en el centro con cada una de las cepas de actinobacterias y se
incubaron a 29+1 °C por 7 d. Se consideraron positivas aquellas cepas que desarrollaron un color
azul alrededor de la colonia (Figura 1) (Ahmad et al., 2013).

Figura 1. Fijacion de nitrégeno en agar GNFM por cepas de actinobacterias no estreptomicetos.
A) reaccidn negativa, B) reaccion positiva evidenciada por una coloracion azul.

5.2.2. Produccion de Sideréforos

La produccién de siderdforos por las cepas de actinobacterias se evalud in vitro en agar
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cromoazurol de acuerdo con lo propuesto por Alexander y Zuberer (1991). Un explante de 7 mm
de didmetro de la actinobacteria con 7 d de crecimiento en Czapek Dox se inocul6 en el centro de
la caja de Petri (90 x 15 mm) que contenia el agar cromoazurol y se incub6 a 29 + 1 °C por 7 d.
Las cepas de actinobacterias que formaron halos con una coloracioén anaranjada alrededor de la

colonia se consideraron positivas a la produccion de sider6foros (Figura 2).

Figura 2. Produccion de siderdforos en agar CAS por cepas de actinobacterias no estreptomicetos.
A) reacciodn negativa, B) reaccion positiva evidenciada por una coloracion anaranjada alrededor de
la colonia.

En las cepas de actinobacterias en las que se evidenci6 la produccion de sideréforos, se realizo la
cuantificacion. Para este propdsito, las cepas se crecieron en tubos conicos que contenian 4 mL de
medio ISP4 liquido (Lee et al., 2012), el cual se prepar6 con algunas modificaciones. Este medio
contuvo 4 g/L de almidon soluble, 1 g/L de extracto de levadura, 2 g/l KNOs, 0.5 g/L
MgS04.7H>0, 0.02 g/L. CaCO3, 0.01 g/L y 25 g/L de agar y agua destilada. Los tubos se incubaron
a 28 = 1 °C con agitacion (180 rpm) por 7 d. Los tubos cénicos que contenian la actinobacteria
crecida fueron centrifugados a 10,000 xg por 20 min, se recuper6 el sobrenadante y se filtro usando
acrodiscos estériles de acetato de celulosa con un tamafio de poro de 0.20 pm (Corning®). Se
recuperaron 500 pL del sobrenadante y se mezclaron con una proporcion igual (500 pL) del
reactivo CAS, el cual se prepar6 a partir de varias soluciones [(Solucion I: HDTMA
(Hexadecyltrimethylammonium bromide) 10mM), (Solucion II: FeCl;.6H>O 1 mM diluidos en 10
mM HCI), (Solucion III: cromoazurol S 2 mM), (Solucion 1V: 4.307g de PIPES (piperazine-N,N'-
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bis(2-ethanesulfonic acid), piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid), 1,4-
piperazinediethanesulfonic acid) disueltos en 10 ADE, 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 solucion I y 10 mL de ADE, luego 1.5
mL de la solucion 11, 7.5 mL de la solucion III y el total de la solucion 1V, aforando con ADE a
100 mL. Finalmente, se adiciono acido 5-sulfosalicilico en una concentracion final de 4 mM.

La reaccion se incub6 por 60 min a temperatura ambiente (21 £ 1 °C). Se midio la absorbancia en
un espectrofotometro (Evolution™ 300 UV-Vis spectrophotometer, Thermo Scientific, EUA) a
630 nm (Lee et al., 2012; Schwyn y Neilands, 1987). El % de unidades de sider6foros producidas

por las cepas de actinobacterias se determin6 empleando la siguiente ecuacion.

(A630M- Ag30R)
%US = X 100
As30R

Donde:
%US: es el % de unidades de sideroforos.
Ag30M: es absorbancia de la muestra a 630 nm.

Ag30R: es la absorbancia de la referencia a 630 nm.

5.2.3. Produccién de Acido Indolacético (AIA)

Para inducir la produccion de AIA por las cepas de actinobacterias, se inoculdé 1 mL de un
precultivo de la actinobacteria (con 3 d de crecimiento en caldo ISP2) en caldo 4 mL de caldo ISP2
adicionado con L-triptofano (150 mg/L), luego, se incubo a 28 + 1 °C con agitacion (180 rpm) por
7 d. Este cultivo fue centrifugado a 10,000 xg por 5 min, luego se tomd 1 mL del sobrenadante
obtenido, se mezcl6 con 2 mL del reactivo de Salkowski (150 mL de H2SO4 concentrado, 250 mL
de ADE y 7.5 mL de 0.5 M de FeCl3.6H>0) y se incubd por 20 min en obscuridad a temperatura

ambiente (21 £ 1 °C). Las cepas que cambiaron de color de amarillo a rosa se consideraron positivas
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(Figura 3). Para la cuantificacién del AIA producido por las cepas de actinobacterias, se realizé
una curva de calibracion a partir de un estandar de AIA en concentraciones de 0 a 0.10 mg/mL
(Figura 4). La absorbancia se midid en un espectrofotometro (Evolution™ 300 UV-Vis

spectrophotometer, Thermo Scientific, EUA) a 530 nm (de Oliveira-Longatti ef al., 2014).

Figura 3. Produccion de AIA por cepas de actinobacterias no estreptomicetos. A) reaccion positiva
evidenciada por un color rosaceo, B) reaccion negativa.

|“. s

IHJI II

Figura 4. Concentraciones de 0 a 0 10 mg/mL de AIA usadas para la obtencion de la curva de
calibracion para la medicion cuantitativa de AIA producido por las cepas de actinobacterias no
estreptomicetos.

— 1 L -—-lll h l-_.."

36



5.2.4. Solubilizacion de Fosfatos

La capacidad de las cepas de actinobacterias para solubilizar fosfatos, en especial fosfato de calcio
Ca3(POs)2, se evalué en medio Pikovskayas (PKV), el cual estuvo compuesto por 0.5 g/L de
extracto de levadura, 10 g/L. de dextrosa, 5 g/l de Cas(POa)2, 0.5 g/L de (NH4)2SO4, g/L de KCl
0.2, 0.1 g/ de MgSO04, 0.0001 g/l de MnSOs, 0.0001 g/L de FeSO4 y15 g/L de agar y agua
destilada. El pH del medio se ajusté a 7.2. Un explante de 7 mm de didmetro de la actinobacteria
con 7 d de crecimiento en medio Czapek Dox, se inocul6 en el centro de la caja de Petri con el
medio de cultivo arriba descrito y se incubd a 29+1 °C por 7 d. Las cepas que desarrollaron un halo

transparente alrededor de la colonia se consideraron positivas (Figura 5) (Soltani et al., 2010).

g

Figura 5. Solubilizaciéon de fosfatos de calcio en medio PKV por cepas de actinobacterias no
estreptomicetos. A) reaccion negativa, B) reaccion positiva evidenciada por un halo transparente
alrededor de la colonia.

Para la evaluacion cuantitativa de la solubilizacion de fosfatos, se tomaron 200 pL. de un precultivo
de las actinobacterias previamente crecidas en caldo ISP2 y se inocularon en tubos conicos que
contenian 4 mL de medio NBRIP liquido (10 g de glucosa, 5 g de Ca3(P0O4)2, 5 g de MgCl,-6H>0,
0.25 g de MgS04:7H>0, 0.2 g de KCl, y 0.1 g de (NH4)2SO4, 1 L de ADE) y se incubaron a 28 +

1 °C en agitacion constante a 180 rpm por 7 d. Luego, los tubos con crecimiento de actinobacterias
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se centrifugaron a 10,000 xg por 10 min, el sobrenadante se utiliz6 para determinar la
concentracion de fosforo soluble. Se usaron 3 mL del sobrenadante y se mezclaron con 4 mL de la
solucion de Bray que consistio en lo siguiente (1.11 g de NH4F en 16.64 mL de HC1 0.1 M, aforado
a1 L), 2 mL de una solucién de molibdato de amonio (60 g de molibdato de amonio en 200 mL de
ADE, luego, se adicionaron 1.455 g de tartrato de antimonio y potasio, 700 mL de H>SOs4
concentrado, agitando suavemente y se aforé a 1 L) y 1 mL de cloruro de estafo (II). La mezcla
final, se agitd por inversion por 1 min y se incubd a temperatura ambiente (21 + 1 °C) por 15 min.
Previo a la medicion de la absorbancia, se realiz6 una curva de calibracion de KHPO4 con
concentraciones de 0 a 1 mg/mL (Figura 6). La absorbancia fue leida en un espectrofotémetro
(Evolution™ 300 UV-Vis spectrophotometer, Thermo Scientific, EUA) a 660 nm (Rodriguez
Gamez et al., 2013).

Figura 6. Concentraciones de 0 a 1 mg/mL de KH2POy4 para la obtencion de la curva de calibracion
para la medicidon cuantitativa de solubilizacion de fosfatos por las cepas de actinobacterias no
estreptomicetos.

5.2.5. Actividad Enzimatica de Quitinasa

La evaluacion cuantitativa y cualitativa de la produccion de quitinasa por las cepas de
actinobacterias no estreptomicetos, se realiz6 mediante el método descrito por Narayana y
Vijayalakshmi (2009). Se inocularon 2 mL de un pre-cultivo de 3 d de crecimiento en ISP2 en
tubos conicos que contenian 4 mL del medio de cultivo liquido chitin-yeast extract-salts (CYS),

que se prepard con quitina al 1%/V, 0.5 g/L de extracto de levadura, 2 g/l de K;HPOs, 1 g/L de

38



MgS04.7H20 y 0.1 g/L de FeS04.7H>0. El pH del medio se ajust6 a 7 con NaOH (5M). Los tubos
se incubaron a 28 °C por 5 d y luego, se centrifugaron a 10,000 xg por 10 min. El sobrenadante se
filtr6 a través de acrodiscos estériles de acetato de celulosa con un tamafio de poro de 0.20 pm
(Corning®) y se utiliz6 como extracto enzimatico. La actividad extracelular de exoquitinasa se
calcul6 utilizando el kit CS0980 Chitinase Assay Kit de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA),
utilizando el 4-Nitrofenil N-acetyl-B-D-glucosaminidasa como sustrato (1 mg/mL), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los ensayos se realizaron por triplicado en placas de 96 celdas. Para
este proposito, se mezclaron 90 pL del sustrato con 10 pL del extracto enzimatico, se incubaron a
37 °C por 30 min y luego se le adicionaron 20 pL de la solucién stop (solucion de Na2COs). Como
testigo positivo se utilizé una mezcla de 90 pL de sustrato y 10 pL de control (quitinasa purificada
de Trichoderma viride C6242). Todos los reactivos mencionados estuvieron incluidos en el
Chitinase Assay Kit. Se tom6 como indicador de reaccidn positiva el desarrollo de color amarillo
en el medio de reaccion (Figura 7). La cuantificaciéon se hizo mediante la medicion de la
absorbancia a 405 nm en un espectrofotémetro (Evolution™ 300 UV-Vis spectrophotometer,

Thermo Scientific, EUA).

Figura 7. Produccion de quitinasa por cepas de actinobacterias no estreptomicetos. A) reaccion
positiva evidenciada por el color amarillo, B) reaccion negativa.

Para cuantificar la actividad de quitinasa, se utilizo la siguiente ecuacion:
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(A40sM- A4sB) x (0.05) x (0.3) x DF
UAo

U/mL A405S x T x Venz

Donde:

A405M; es la absorbancia de la muestra a 405 nm.

A405B; es la absorbancia del blanco a 405 nm.

0.05; son los p moles/mL de p-nitrophenol en la solucién estandar

0.3; es el volumen final de la reaccion en mL, después de agregar la solucion stop.
DF; es el factor de dilucion utilizado en las muestras.

A405S; Absorbancia del estandar a 405 nm.

T; es el tiempo de incubacion en min.

Venz; es el volumen de la muestra en mL.

5.2.6. Actividad Enzimatica de la Celulasa

La actividad de la enzima celulasa en las cepas de actinobacterias se evalu6 utilizando el medio
de Mandeles-Reese con carboximetilcelulosa (CMC) como unica fuente de carbono (0.4 g/L de
KH>PO4, 0.02 g/L. de CaCla, 0.02 g/L de NaCl, 0.02 g/L. de FeSO4.7H20, 2.5 g/L de CMCy 15 g
de agar) ajustado a un pH de 7.2 con NaOH (5M) (Samira et al., 2009). En las cajas de Petri de 90
mm de didmetro que contenian el medio arriba descrito, se coloc6 un explante de agar Czapek Dox
(7 mm de didmetro) con crecimiento de las cepas de actinobacterias de 7 d de edad y se incubaron
a 28+1 °C por 7 d. Luego, con el fin de observar la zona de hidrélisis se adicionaron 5 mL de la
solucion de rojo Congo al 1% hasta cubrir la superficie del medio y se dejé con esta solucion por
20 min. Luego se adicionaron 5 mL de una soluciéon 1 M de NaCl, hasta cubrir todo el medio, y se
dejaron reposar por 15 min. Las cepas de actinobacterias que formaron un halo alrededor de la

colonia se consideraron positivas para la produccion de celulasa (Figura 8).
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Figura 8. Produccion de celulasa en medio Mandeles-Reese por cepas de actinobacterias no
estreptomicetos. A) reaccion negativa, B) reaccion positiva evidenciada por un halo alrededor de
la colonia de la actinobacteria.

La cuantificacion de la actividad enzimatica de celulasa se hizo mediante el método del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) descrito por Da Vinha et al. (2011). Las cepas de actinobacterias se
inocularon en tubos conicos que contenian 4 mL de medio liquido de sales minerales (0.4 g/L de
KH>PO4, 0.02 g/L. de CaCly, 0.02 g/L de NaCl, 0.02 g/L. de FeS0O4.7H>0) y con 10 g (1%) de
salvado de trigo como unica fuente de carbono. Se incubaron a 29+1 °C y se mantuvieron en
agitacion constante a 200 rpm por 5 d. Los tubos conicos con crecimiento de actinobacterias se
centrifugaron a 7,000 xg por 10 mina 4 + 1 °C, y el sobrenadante resultante se utilizé como recurso
enzimatico. Se mezclaron 200 puL del sobrenadante con 1.8 mL de carboximetil celulosa (CMC) al
0.5 % en amortiguador de fosfatos 50mM a pH 7 y se incubaron a 37+1 °C en agitacion constante
a 180 rpm por 30 min. La reaccion se finalizd agregando 3 mL del reactivo de éacido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), previamente preparado (1.49 g de 4cido dinitrosalicilico y 2.79 g de NaOH
en 200 mL de ADE), esta reaccion se disolvid a bafio maria a 80 °C, una vez disuelta, se adicionaron
50 g de sal de Rochelle y 1 mL de fenol a 50 °C, se filtr6 a través de acrodiscos estériles de acetato
de celulosa con un tamafio de poro de 0.20 um (Corning®). Para inducir el desarrollo de color, de
naranja a marrén se llevo la reaccion a ebullicion por 5 min. Se realizé una curva de calibracion
con glucosa a concentraciones de 0 a 1 mg/mL. La absorbancia se midi6 a 540 nm en un

espectrofotometro (Evolution™ 300 UV-Vis spectrophotometer, Thermo Scientific, EUA).
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Figura 9. Concentraciones de 0 a I mg/mL de glucosa para la obtencion de la curva de calibracion
para la medicion cuantitativa de la actividad enzimatica de celulasa en las cepas de actinobacterias
no estreptomicetos.

5.3. Antagonismo in vitro de las Cepas de Actinobacterias contra Phytophthora capsici

La evaluacion de la actividad antifiingica in vitro de cepas de actinobacterias contra P. capsici se
realiz6 mediante confrontaciones (cultivos) duales y por compuestos volatiles (COVs) emitidos
por las cepas de actinobacterias. Las confrontaciones (cultivos) duales se hicieron colocando cuatro
explantes de 6 mm de diametro de las actinobacterias, previamente crecidos en medio ISP4 en los
puntos cardinales de las cajas de Petri (90 X 15 mm) que contenian medio Czapek Dox, y se
incubaron a 28 °C por 10 d. Posteriormente, se situ6 un explante de PDA de 6 mm de didmetro con
micelio de P. capsici (7 d de crecimiento) en el centro de la caja de Petri y se incubaron a 28+1 °C.
El crecimiento radial del patégeno se midi6 cada 24 h hasta que el patdogeno testigo llend por
completo la caja de Petri. La inhibicidn del crecimiento radial (ICR) fue medida usando la formula
descrita por Evangelista-Martinez et al. (2020). Donde ICR= (R1-R2) /R1 x100, donde R1 es el
radio del patogeno testigo y R2 es el radio del patdégeno en la confrontacion.

La evaluacion de la actividad antifungica in vitro por confrontacion a través de COVs emitidos por
las cepas de actinobacterias en cultivo con P. capsici se llevé a cabo mediante la técnica de fondos
cubiertos, para lo cual, se colocaron 25 g de trigo (previamente cocidos y autoclaveados por 1 h a
121 +£ 1 °C) (Boukaew et al., 2013; Wan et al., 2008) en frascos graduados (Corning) de vidrio de

250 mL y se inocularon con 4 mL de un pre-cultivo de 3 d de crecimiento en caldo de cultivo ISP2.
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Los frascos se incubaron por 10 d a 28+1 °C en agitacion constante (180 rpm) y al dia 10 se
transfirieron 15 g del trigo con crecimiento de actinobacterias a cajas de Petri (60 x 15 mm) y en
otra caja de iguales dimensiones, se colocd en el centro un explante de 6 mm de didmetro del
fitopatdgeno, luego, se unieron los fondos (sin tapa) de ambas cajas de Petri y se sellaron con
Parafilm. Los microorganismos en cultivo dual, se incubaron a 28+1 °C y se midi6 el crecimiento
radial cada 24 h. Como testigos, se colocaron en el centro de las cajas de Petri (60 x 15mm) un
explante de PDA de 6 mm con crecimiento de P. capsici y se unieron con el fondo de las cajas de

Petri con trigo sin indculo del antagonista (Yang et al., 2019).

5.4. Identificacion de Volatiles Producidos por las Cepas de Actinobacterias no Estreptomicetos

La identificacion de los COVs emitidos por las seis cepas de actinobacterias se llevd acabo de
acuerdo con lo descrito por Wan et al. (2008), con modificaciones. Se pre-cocieron 250 g de granos
de trigo con 5 L de ADE a ebullicion por 25 min. Posteriormente, se colocaron 25 g de trigo pre-
cocido junto con 35 mL de ADE en frascos de vidrio de 250 mL y se autoclavearon por 1h a 121
+ 1°C. El trigo cocido se inoculd con 4 mL de un precultivo de 3 d de crecimiento en ISP2 de las
actinobacterias y se incub6 a 28 + 1°C en agitacion a 180 rpm por 10 d. Trascurrido este tiempo,
se le adicionaron 100 mL de una solucion concentrada (5 M de cloruro de sodio estéril) y se
mantuvo a 60 + 1°C en agitacion (400 rpm) por 60 min. Los COVs se colectaron durante 40 min
con ayuda de una fibra DVB/CAR/PDMS (50/30 pum espesor) (Supelco®) y analizadas por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (Varian Saturn 2100D, CA, EUA). Los
COVs fueron liberados a 240 °C y separados en una columna Hewlett Packard HP-5 (30 m x 0.25
mm, 0.25 um). La temperatura inicial del horno fue de 40 °C, la cual aument6 a 150 °C a una
velocidad de 2 °C/min, luego a 280 °C a una velocidad de 100 °C por 7 min, manteniéndose a 280
°C por 2 min. Se utilizé He como gas acarreador a un flujo de 1 mL/min.

La identificacion de los COVs en los cultivos se llevo a cabo comparando sus espectros con los de
la base de datos del National Institute of Standards and Technology (NIST).

Se realizaron tres réplicas para cada cepa y se utilizd como testigo un frasco de vidro con trigo

inoculado con caldo de cultivo ISP2 sin crecimiento de lass actinobacterias.
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5.5. Promocion del Crecimiento in vitro de Plantulas de Arabidopsis thaliana

Se evalu6 la capacidad in vitro de compuestos no volétiles y COVs emitidos por las cepas de
actinobacterias para promover el crecimiento de plantulas de A. thaliana. Las semillas de 4.
thaliana fueron previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio al 3% (tres lavados de 5 min),
alcohol al 70% (un lavado por 5 min), y enjuagadas tres veces con ADE. Para la evaluacion del
efecto de COVs, se colocaron tres semillas en cada caja de Petri de (90 X 15 mm) divididas,
conteniendo medio Murashige y Skoog (MS) y Phytagel (4.4 y 5 g/L, respectivamente) en un lado
de la caja y conteniendo Czapek Dox en el otro lado de la caja de Petri (Figura 10B). Las semillas
se depositaron en el area que contenia el medio MS y Phytagel, las cajas en cultivo se colocaron
en un angulo de 65° y se incubaron a 28°C, con un fotoperiodo de 16:8 h luz/obscuridad, hasta su
germinacion (= 3 d). Después de la germinacion, se inocul6 la otra area de la caja de Petri que
contenia Czapek Dox con 200uL de un pre-cultivo de la actinobacteria de 3 d de crecimiento en
caldo ISP2. En seguida, las cajas de Petri se incubaron por 15 d bajo las condiciones arriba

descritas.

Figura 10. Plantulas de 4. thaliana. A) Crecidas en cajas de Petri sin divisién y B) crecidas en
cajas de Petri con division.

Para la evaluacion del efecto directo de las actinobacterias, se colocaron 3 semillas en cajas de Petri

(90 x 15 mm) sin division (Figura 10A) conteniendo medio Murashige y Skoog (MS) y Phytagel
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(4.4 y 5 g/L). Las cajas se incubaron a 28°C en un angulo de 65°, con un fotoperiodo de 16:8h
luz/obscuridad al momento de la germinacion hasta su germinacion (= 3 d). En la parte inferior de
la caja se colocaron por estriado 100 pL de un precultivo de la actinobacteria de 3 d de crecimiento
en caldo ISP2. Las cajas de Petri se incubaron por 15 d en las condiciones descritas anteriormente.
Al dia 15 se midieron los siguientes parametros de crecimiento en las plantas de A. thaliana:

longitud de raiz, peso fresco de raiz y tallo, y nimero de hojas

5.6. Promocion in situ del Crecimiento de Plantulas de Chile Jalapefio

Para los experimentos in situ se seleccionaron las cepas Amycolatopsis lurida (no estreptomiceto)
y Streptoverticillium reticulum (streptomiceto) por presentar el mayor antagonismo in vitro contra
P. capsici y por su mayor produccion de compuestos relacionados con la promocion del
crecimiento vegetal, respectivamente. Ambas cepas de actinobacterias se inocularon
individualmente y juntos en mezcla (ambas cepas se inocularon en la misma proporcion) en el
sustrato de crecimiento de las plantulas de chile jalapefio “M”. Este experimento, consistio en tres
tratamientos con seis repeticiones por tratamiento, donde cada planta se consideré como una unidad
experimental. El tratamiento T1 correspondi6 a la cepa de A. lurida, el tratamiento T2 a la cepa de
S. reticulum. Mientras que el tratamiento T3 consistié en una mezcla de ambas cepas en igual
volumen (3.5 mL de la suspension de esporas de cada cepa).

Pléntulas de chile de 6 semanas de edad se trasplantaron a macetas de 10 x 17 cm que contenian
una mezcla de suelo franco, peat moss, vermiculita y perlita en proporcion 2:1:1:1, previamente
autoclaveada. Las plantulas se crecieron en una cdmara de crecimiento bajo condiciones de luz
artificial con un fotoperiodo de 16:8 h luz/obscuridad a 26 °C y regadas cada tercer dia con agua
corriente.

Siete dias después del trasplante de las plantulas de chile, se inocul6 el sustrato de crecimiento con
un precultivo de las actinobacterias de 5 d de crecimiento en caldo ISP2 (Abbasi et al., 2019). El
inoculo de 4. lurida y S. reticulum se ajusté a una D.O. de 6 en un espectrofotometro (Evolution™
300 UV-Vis spectrophotometer, Thermo Scientific, EUA). El ind6culo (7 mL del precultivo) se

deposité a aproximadamente 1 cm de profundidad alrededor de la raiz de la plantula (Figura 11).
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Las plantulas del T3 se inocularon con 3.5 mL del precultivo de cada una de las cepas de
actinobacterias seleccionadas, dando un total de 7 mL. Las plantas se mantuvieron bajo condiciones
ambientales controladas (26 °C, fotoperiodo de 16:8 h luz/obscuridad) y se regaron cada tercer dia
con agua corriente.

Treinta dias después de la inoculacion, se midio la altura de la planta, tamafio de las hojas (ancho
y largo), longitud de raiz, didmetro del tallo, nimero de frutos, peso fresco y seco de la planta.

Ademas, se determino el contenido de clorofila total (Fieldscout® Spad 502).

Figura 11. Plantas de chile jalapefio “M” (Capsicum annuiim) inoculadas con cepas de
actinobacterias individuales y en mezcla.
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6. ANALISIS ESTADISTICO

Todas las pruebas bioquimicas cualitativas y cuantitativas consistieron en al menos tres
repeticiones experimentales. Las pruebas de antagonismo in vitro (actinobacterias vs P. capsici)
consistieron en 10 repeticiones. Las pruebas de promocion de crecimiento in vitro de A. thaliana
consistieron en nueve repeticiones. Mientras que el experimento in situ de seis repeticiones
(tomando a cada planta de C. annuum como unidad experimental). Los datos de ICR, y los
parametros de crecimiento medidos en plantulas de A. thaliana y C. annuum se sometieron a
analisis de varianza (ANDEVA) usando el Statistical Analysis System version 9.0 (SAS, 2002), y

la separacion de medias se realizdo mediante la prueba Tukey (p= 0.05).
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7. RESULTADOS

7.1. Caracterizacion Bioquimica de las Cepas de Actinobacterias

Los resultados de la caracterizacion bioquimica de las cepas de actinobacterias 4. lexingtonensis,
A. lurida, A. umgeniensis, N. albertanoniae, S. shandongensis y S. reticulum se muestran en el
Cuadro 3. Todas las cepas fueron capaces de producir AIA y sider6foros (Cuadro 3). La cepa de
Amycolatopsis lurida produjo el mayor nimero de compuestos implicados en la promocion del
crecimiento vegetal como el AIA (10 mg/L) y sidero6foros (21.52 %U). Ademas, fue capaz de
solubilizar fosfatos (2.56 mg/L), y producir celulasa (0.55 U/mL). Saccharopolyspora
shandongensis, fue la cepa que mostré el valor mas alto (5.89 mg/L) en cuanto a la solubilizacion
de fosfatos. Amycolatopsis lexingtonensis produjo 36.6 mg/L y 0.03 U/mL de AIA y celulasa,
respectivamente. Mientras que la cepa de S. reticulum fue la mayor productora de siderdforos

(52.23 %U)
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Cuadro 3. Compuestos producidos por las cepas de actinobacterias no estreptomicetos implicados en la promocién del crecimiento
vegetal y actividades de quitinasa y celulasa.

Sustancias promotoras del crecimiento vegetal Actividad enzimatica
Cepa Fijacion  Solubilizaciéon ~ Produccion  Produccion de Quitinasa Celulasa
de N de fosfatos de ATIA sideroforos (%U) (U/mL) (U/mL)
(mg/L) (mg/L)
A. lexingtonensis - - 36.6 6:0.01 16.97+1.58 - 0.03+0.02
A. lurida - 2.56 £ 0.09 10+0.00 21.5245.05 - 0.55+0.12
A. umgeniensis - - 10+0.00 9.47£2.96 - -
N. albertanoniae - - 63.33+0.00 17.52+1.25 - -
S. reticulum (Testigo positivo) - - 10+0.00 52.234£3.36 - -
S. shandongensis - 5.89 +0.24 20+0.00 20.02+5.62 - -
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7.2. Antagonismo de las Cepas de Actinobacterias ante Phytophthora capsici

Los COVs producidos por la cepa de A. lexingtonensis inhibieron por completo (100%) el
crecimiento in vitro del patdgeno P. capsici. Las cepas de A. umgeniensis y A. lurida, inhibieron el
crecimiento del patégeno en un 56 y 53%, respectivamente. Mientras que, las cepas de S.
shandongensis, N. albertanoniae y S. reticulum inhibieron el crecimiento del patégeno, pero en
menor proporcion (< 12.7%) (Figura 12).

En las confrontaciones duales in vitro, la cepa de S. reticulum fue la que inhibi6 el crecimiento del

patdgeno en 73%. El resto de las cepas lo inhibieron en menor proporcion (< 12.5) (Figura 12).

A. lexingtonensis A. lurida A. wmgeniensis N albertanoniae 8. reticulum 8. shandongensis Testigo

Figura 12. Inhibicién in vitro de Phytophthora capsici por cepas de actinobacterias no
estreptomicetos (dia 10 de confrontacion). Superior. A través de COVs. Inferior. Confrontacion
(cultivo) dual. La cepa de Streptoverticillium reticulum fue usada como testigo positivo.
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Figura 13. Inhibicién del crecimiento micelial in vitro de Phytophthora capsici por cepas de
actinobacterias no estreptomicetos mediante confrontaciones duales y por compuestos volatiles
(COVs). La cepa de Streptoverticillium reticulum fue usada como testigo positivo. Medias con las
mismas literales son estadisticamente similares. Las barras finas superiores indican la desviacion
estandar de las medias.

7.3. COVs Producidos por las Cepas de Actinobacterias no Estreptomicetos

El nimero de COVs identificados para las cepas de S. reticulum, A. lurida S. shandongensis, A.
umgeniensis, A. lexingtonensis y N. albertanoniae fue de 25, 17, 13, 13, 12 y 11, respectivamente
(Cuadro 4). Destacaron los compuestos pertenecientes a las cetonas, aldeidos, ésteres, tioésteres,
terpenos y alcoholes. Los COVs cyclopentasiloxane, decamethyl- y 2-pentanone fueron los inicos
compuestos producidos por las seis cepas de actinobacterias, incluido el testigo positivo (S.
reticulum). La cepa A. lexingtonensis, produjo los COVs dimethyl trisulfide y cyclopentasiloxane,
decamethyl- en mayor proporcion con 9.76 y 9.41% de area bajo el pico, respectivamente.
Coincidentemente, esta cepa fue la que inhibio por completo el crecimiento micelial in vitro de P.
capsici mediante COVs. Por su parte, la cepa S. reticulum (testigo positivo) que ihibié en més de

70% el crecimiento micelial del patdégeno en confrontacion dual, produjo en mayor porcentaje el

51



COV 3(2H)-Furanone, 4-methoxy-2,5-dimethyl- (11.66 %). La cepa N. albertanoniae produjo en
mayor proporcion el COV 3-Octanone (4.92 %) y A. lexingtonensis el cyclopentasiloxane,
decamethyl- (4.64 %). Cabe hacer mencién, que ambas cepas promovieron significativamente

algunos parametros de crecimiento in vitro en A. thaliana.
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Cuadro 4. Compuestos volatiles (COVs) producidos por las cepas de actinobacterias no estreptomicetos.

Compuesto

Oxirane, (2,2-dimethylpropyl)-
Oxirane, 2-methyl-3-(1-methylethyl)-
2-Butanone, 3-methyl-
Hexane

2-Pentanone

Pentafluoropropionic acid, pentyl ester
Oxirane, 2-(1.1-dimethylethyl)-3-
methyl-

Oxirane, (2-methylbutyl)-
Disulfide, dimethyl

Toluene

Cyclobutene, 2-propenylidene-
Acetic acid, 2-methylpropyl ester
2-Propenoic acid, 4-methylpentyl ester

Tiempo
de
retencion

(min)

2.282
2.331
2.501
2.617
2.633

3.225

3.307

3.317
3.347

3.795

3.797
4.060
4.432

A.

lexingtonensis

A.

lurida

Area de pico (%)
A. N.
umgeniensis  albertanoniae
0.600 -

- 0.389
0.636 0.987
0.417 --
1.519 -
0.304 --

-- 2.663

S. S.
reticulum  shandongensis
(testigo
positivo)
0.106 -
0.061 3.352
- 0.275
0.061 --
0.037 -
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2-Hexanone, 5-methyl
4,4 Dimethylpent-2-enal
p-Xylene
2-Heptanone
2-n-Butyl furan
Benzene, methoxy
Oxime-, methoxy-phenyl-
Pentanethioic acid, S-ethyl ester

Dimethyl trisulfide

2-Heptanone, 5-methyl-
Benzene, 1-ethoxy-4-ethyl-
2-Methylenebornane
3-Octanone
5-Hepten-2-one, 6-methyl-
Benzene, 1,3-dichloro-
2-Methyl-2-bornene
Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-
methylethenyl)-, (S)
2-Hexanol, 2-ethyl-
3(2H)-Furanone, 4-methoxy-2,5-
dimethyl-
Hexanoic acid, 2-ethyl-, methyl ester
Bicyclo[3.1.0]hexan-3-ol, 4-methyl-1(-
methylethyl)-

6.545
6.724
6.872
7.893
7.909
8.805
9.033
10.099
11.397

11.653
12.069
12.360
12.851
12.909
13.946
14.191
15.051

15.461
15.692

16.348
18.851
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2-Nonane
1,6-Octadien-3-ol. 3,7-dimethyl-
Phenylethyl Alcohol

Benzaldehyde, 2-5-
bis((trimethylsiyl)oxy)-
Benzene, 1-ethenyl-4-methoxy-
Benzene, 1,4-dimethoxy-
Cyclopentasiloxane, decamethyl-
2,5-Dimethyl-3,3a-dithia-4-
oxapentalene
Tetrasulfide, dimethyl
Cis-1,4-dimethyladamantane
Benzene, 1-methoxy-4-methyl-2-(1-
methylethyl)-
Cyclohexane, 1,1,4,4-tetramethyl-2,6-
bis(methylene)-
Cyclohexasiloxane, dodecamethyl-
1,2,4-Trimethoxybenzene
trans-1-10-Dimethyl-trans-9-decalinol
trans-1,10-Dimethyl-trans-9-decalol
Caryophyllene
(+)-Epi-bicyclosesquiphellandrene
Cedran-diol, 8S, 14-

19.424
19.902
20.732

22.346

23.108
23.548
24.287
25.923

26.759
27.460
28.894

29.550

35.403
37.619
38.618
38.648
39.869
42.524
42.657

0.059

0.059

2.166

0.035
0.051

8.616

3.241

2.448
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2,5-Cyclohexadiene-1,4-dione, 2,6-
bis(1, 1-dimethylethyl)-
Nonadecane
1-Chloroundecane
Dodecane, 1-chloro-
Naphthalene, 1,2,3,4-tetrahydro-1,6-
dimetyl-4-(1-methylethyl)-, (1S-cis)-
Nephthalene, 1,2,4a,5,8,8a-hexahydro-
4,7-dimethyl-1-(1-methylethyl)-, [1S-
(1.alpha.,4a.beta.,8a.alpha)]
Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl-
Cyclooctasiloxane, hexadecanethyl-
Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
Homosalate
Cyclodecasiloxane, eicosamethyl

Tetracosametyl-cyclododecasiloxane

42.948

43.397
44.209
44.656
46.135

46.300

50.628
55.525
58.641
58.858
59.248
59.657

1.629

0.598

0.908
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7.4. Promocion del Crecimiento in vitro en Plantulas de Arabidopsis thaliana

A. lexingtonensis A. lurida A, umgeniensis N albertanoniae 8. veticulum 5. shandongensis Testigo

Figura 14. Promocion in vitro del crecimiento en plantulas de Arabidopsis thaliana por cepas de
actinobacterias no estreptomicetos. (Superior) inducido por compuestos difusibles en el medio;
(Inferior) inducido por compuestos volatiles. Streptoverticillium reticulum usada como testigo
positivo

7.4.1. Peso Fresco de la Raiz

El peso fresco de las raices en plantulas de A. thaliana aument6 considerablemente (Figura 14)
después de la exposicion directa a los microorganismos probados o a sus COVs (Figura 14).

Los COVs emitidos por las cepas de N. albertanoniae y A. lexingtonensis incrementaron
significativamente el peso fresco de la raiz de las plantulas de 4. thaliana en 13.69 y 12.71 veces,
respectivamente (Figura 15). En menor proporcion, pero de manera significativa lo hicieron las
cepas A. lurida, S. shandongensis y A. umgeniensis, con incrementos de 8.2, 7.6 y 5.8 veces,
respectivamente, en comparacion con lo observado en las plantas control.

Las cepas de actinobacterias cultivadas directamente con las plantulas de A. thaliana también
influenciaron positivamente a algunos de sus parametros de crecimiento medidos. La cepa A.
lexingtonensis fue la que incremento significativamente el peso fresco de raiz con valores de 18.87
mg, seguido de las cepas S. shandongensis, N. albertanoniae, A. umgeniensis y A. lurida con
aumentos de 20.34, 20.07, 15.45, 9.87 veces, respectivamente. La cepa usada como testigo positivo

(S. reticulum) no influencio este parametro de crecimiento (Figura 15).
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7.4.2 Peso Fresco del Tallo

El peso fresco del tallo en A. thaliana se increment6 considerablemente al interactuar in vitro con
todas las cepas de actinobacterias tanto por cultivo dual como a través de COVs (Figura 16). La
cepa de S. reticulum (usada como testigo positivo) fue la menos eficaz en promover este parametro
de crecimiento, como se observo en el caso del peso fresco de la raiz (Figuras 14 y 15).

Los valores mas altos en peso fresco del tallo de A. thaliana se obtuvieron en las interacciones a
través de COVs emitidos por las cepas de N. albertanoniae y A. lexingtonensis aumentando este
parametro en 5.0 y 4.84 veces, seguido por las cepas de 4. lurida, S. shandongensis y A.
umgeniensis con incrementos de 3.98, 3.26 y 2.4 veces en comparacion con lo observado en las

plantas control (Figura 16).
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Figura 15. Efecto in vitro de cepas de actinobacterias no estreptomicetos sobre el peso fresco de
raices en plantas de Arabidopsis thaliana inducido por compuestos difusibles en el medio (cultivos
duales) y compuestos volatiles (COVs) emitidos por las actinobacterias. La cepa de
Streptoverticillium reticulum fue usada como testigo positivo. Medias con las mismas literales son
estadisticamente similares. Las barras finas superiores indican la desviacion estdndar de las medias.
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Al exponerse directamente las plantas de A. thaliana a los compuestos difusibles en el medio
emitidos por las cepas de actinobacterias, las cinco cepas no estreptomicetos (S. shandongensis, A.
lexingtonensis, N. albertanoniae, A. umgeniensis y A. lurida) incrementaron significativamente el
peso fresco del tallo en 4.44, 4.15, 4.10, 3.59 y 2.84 veces respectivamente, en comparacion a lo
observado en las plantas control (Figura 16). La cepa de S. reticulum (testigo positivo) fue la menos

eficaz en la promocion de este parametro de crecimiento (Figura 16).
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Figura 16. Efecto in vitro de cepas de actinobacterias no estreptomicetos sobre el peso fresco del
tallo en plantas de Arabidopsis thaliana mediante compuestos difusibles en el medio (cultivos
duales) y compuestos volatiles (COVs) emitidos por los actinobacterias. La cepa de
Streptoverticillium reticulum fue usada como testigo positivo. Medias con las mismas literales son
estadisticamente similares. Las barras finas superiores indican la desviacion estdndar de las medias.

7.4.3. Numero de Hojas

Las seis cepas de actinobacterias, incluyendo a la cepa testigo (S. reticulum), incrementaron
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significativamente el nimero de hojas en A4. thaliana, tanto por COVs como por compuestos
difusibles en el medio (Figura 17). Las cepas S. shandongensis y N. albertanoniae incrementaron

mayormente este parametro mediante ambos mecanismos.
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Figura 17. Efecto in vitro de cepas de actinobacterias no estreptomicetos sobre el nimero de hojas
en plantas de Arabidopsis thaliana mediante compuestos difusibles en el medio (cultivos duales)
y compuestos volatiles (COVs) emitidos por los actinobacterias. La cepa de Streptoverticillium
reticulum fue usada como testigo positivo. Medias con las mismas literales son estadisticamente
similares. Las barras finas superiores indican la desviacion estandar de las medias.

7.4.4 Longitud de Raiz

La longitud de raiz en las platas de A. thaliana también se vio incrementada significativamente al
interactuar con las cepas de actinobacterias. Las seis bacterias promovieron el crecimiento
longitudinal de la raiz a través de los COVs y cuatro de ellas mediante compuestos difusibles en el

medio (Figura 18).
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Las cepas A. lurida y A. umgeniensis promovieron mas eficientemente la longitud de raiz en las
plantas de 4. thaliana a través de COVs con valores de 66.13 y 63.14 mm, respectivamente;
seguidas por las cepas A. lexingtonensis, S. shandongensis, S. reticulum y N. albertanoniae con
valores de 57.24, 58.12, 53.67 y 52.64 mm. Esta variable en las plantas testigos mostr6 un valor de
49.96 mm. La cepa A. umgeniensis fue la que promovid significativamente este parametro en
plantas de 4. thaliana al exponerse directamente a los compuestos difusibles en el medio, con un
valor de 59.12 mm, seguida por las cepas, S. shandongensis, A. lurida y N. albertanoniae con
valores de 54.84, 51.58 y 48.873 mm, respectivamente. Las cepas 4. lexingtonensis 'y S. reticulum

fueron ineficientes en la promocion de este parametro (Figura 18).
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Figura 18. Efecto in vitro de las cepas de actinobacterias no estreptomicetos sobre la longitud de
raiz en plantas de Arabidopsis thaliana mediante compuestos difusibles en el medio (cultivos
duales) y compuestos volatiles (COVs) emitidos por las actinobacterias. La cepa de
Streptoverticillium reticulum fue usada como testigo positivo. Medias con las mismas literales son
estadisticamente similares. Las barras finas superiores indican la desviacion estdndar de las medias.
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7.5. Promocion in situ del Crecimiento de Plantas de Chile Jalapefo por Cepas de

Actinobacterias

7.5.1. Largo y ancho de las hojas

Los resultados obtenidos con las dos cepas de actinobacterias evaluadas individualmente y en
mezcla fueron variables. El T3 (4. lurida + S. reticulum) incidi6 significativamente en el ancho de
las hojas de chile jalapefio con un valor de 3.24 cm (Figura 7A). Los valores de 3.18 y 3.12 cm
obtenidos con los T1 (4. lurida) y T2 (S. reticulum) fueron significativamente mayores al valor

obtenido en las plantas testigo (3.01 cm) (Figura 19 A).

7.5.2. Longitud de raiz

Este pardmetro se increment6 con los tres tratamientos. Sin embargo, solo en las plantas inoculadas
con el T3 (4. lurida + S. reticulum) y T1 (A. lurida) se evidenciaron incrementos significativos en
la longitud de raiz de las plantas de chile jalapefio con valores de 21.67 y 20.92 cm (Figura 19 B).
El valor (19.06 cm) obtenido con el T2 fue estadisticamente similar (16.78 cm) al registrado en las

plantas testigo.

7.5.3. Altura de la planta

Este parametro fue incrementado significativamente en las plantas de chile jalapefio por los tres
tratamientos probados. En las plantas de los tratamientos T1 (4. lurida), T3 (A. lurida + S.
reticulum) y T2 (S. reticulum) se registraron valores de 35.78, 34.98 y 34.22 cm, respectivamente

(Figura 19 C).
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7.5.4. Diametro del tallo

Este parametro no fue significativamente influenciado por los tratamientos evaluados (Figura 19

D).
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Figura 19. Efecto de las cepas de actinobacterias en algunos pardmetros de crecimiento in situ en
plantas de chile jalapeno “M”. A) Tamano (largo y ancho) de hojas, B) Longitud de raiz, C) Altura
de la planta, D) Diametro del tallo. T1 (4. lurida), T2 (S. reticulum) y T3 (4. lurida + S. reticulum).
Medias con las mismas literales son estadisticamente similares. Las barras finas superiores indican
la desviacion estandar de las medias.
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7.5.5. Clorofila total, nimero de frutos y peso seco

Estos parametros de crecimiento en las plantas de chile jalapefio “M” no fueron influenciados por

los tratamientos evaluados (Figura 21 A, B y D).

7.5.6. Peso fresco

El peso fresco de las plantas de chile jalapefio se increment? significativamente con el T3 (4. lurida

+ S. reticulum) (Figura 21 C).

Figura 20. Efecto in situ de los tratamientos a base de actinobacterias estreptomicetos y no
estreptomicetos en el crecimiento de las plantas chile jalapefio “M”. T1 (4. lurida). T2 (S.
reticulum). T3 (A. lurida + S. reticulum).
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Figura 21. Efecto de actinobacterias estreptomicetos y no estreptomicetos en algunos parametros
de crecimiento in situ en plantas de chile jalapefio “M”. A) Clorofila total, B) Numero de frutos,
C) Peso fresco de la planta, D) Peso seco de la planta. T1 (4. lurida). T2 (S. reticulum). T3 (A.
lurida + S. reticulum). Medias con las mismas literales son estadisticamente similares. Las barras
finas superiores indican la desviacion estandar de las medias.
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8. DISCUSION

Una gran diversidad de microorganismos benéficos asociados a suelos cercanos a la
rizosfera de plantas cultivadas y no cultivadas tienen un rol importante en la interaccion planta-
microorganismo, especialmente, las bacterias PGPR, en las cuales se incluyen a las actinobacterias.
Muchas de éstas, ademas de su capacidad para suprimir fitopatégenos (Dahal et al., 2017; Goudjal
et al., 2014; Pérez-Corral et al., 2020; Sadeghi et al., 2012), también sintetizan compuestos como
fitohormonas (AIA) y sideroforos (Kaewkla y Franco, 2021; Meena et al., 2020; Wahyudi ef al.,
2019), solubilizan fosfatos y fijan nitrégeno atmosférico (Faried et al., 2019; Franco-Correa et al.,
2010; Satyaprakash et al., 2017; Trujillo et al., 2015), descomponen la materia orgénica, favorecen
la reutilizacion de elementos esenciales, solubilizan nutrientes minerales, producen diversos
reguladores del crecimiento vegetal, degradan contaminantes organicos, promueven el crecimiento
radicular, aumentan la fertilidad del suelo e inducen la resistencia sistémica en la planta (Gupta et
al., 2015; Sivasakthi et al., 2014). Todos estos efectos de las actinobacterias benefician a las
plantas. Un gran niumero de cepas de actinobacterias, en especial del género Streptomyces tienen
la capacidad de sintetizar la mayoria de los compuestos arriba descritos, incluidos COVs
implicados en la promocién del crecimiento vegetal (Pérez-Corral et al., 2020; Yang et al., 2019).
Adicionalmente, tienen la capacidad de producir enzimas liticas (quitinasa y celulasa) que degradan
la pared celular de los fitopatogenos, entre otros compuestos anti-fitopatogénicos (volatiles y no
voléatiles) o inducir/activar el sistema defensivo de las plantas ante el ataque de fitopatégenos (Chen
et al., 2007; Harman, 2011).

La capacidad de las bacterias, incluyendo a las actinobacterias de crecer en medios pobres en
nitrégeno, se ha sugerido como un indicativo de su capacidad para fijar nitrégeno, especialmente
atmosférico. Streptomyces thermoautotrophicus fue la primera especie de actinobacteria reportada
como fijadora de nitrégeno (Valdés et al., 2005). Desafortunadamente, las cepas de actinobacterias
no estreptomicetos usadas en nuestro estudio resultaron incapaces de fijar nitrégeno, al menos en
el medio de cultivo usado (GNFM), que también fue pobre en nitrégeno (Ahmad et al., 2013). Sin
embargo, la informacion existente sobre otros géneros de actinobacterias diferentes a Streptomyces
con esta capacidad es limitada. Moscol et al. (2020) reportaron que el 85% de sus cepas de

actinobacterias aisladas de rizosfera de S. tuberosum fueron capaces de fijar nitroégeno. Asi mismo,
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Garcia-Rojas et al. (2019) reportaron que el 100% de sus cepas de Streptomyces probadas fue capaz
de crecer en medios pobres en nitrogeno. Contrastantemente, Franco Correa (2008) reportd un
porcentaje menor (=33%) de cepas de Streptomyces con esta capacidad. A pesar de que la mayoria
de los reportes de actinobacterias fijadoras de nitrogeno esta especificamente dirigida a
Streptomyces, algunos estudios han reportado actinobacterias no estreptomicetos como
Micromonospora con esta capacidad (Trujillo et al., 2015). La capacidad de fijar nitrogeno por
estos microorganismos se atribuye principalmente a la presencia de los genes nifH, nifD, y nifK
responsables de la sintesis de las enzimas nitrogenasas (Gaby y Buckley, 2012).

Por otra parte, los microorganismos han desarrollado mecanismos especializados para asimilar el
hierro presente en el suelo, ya que generalmente este elemento se encuentra en formas no
disponibles para los microorganismos y las plantas, dentro de estos mecanismos se encuentran los
sider6foros que son moléculas quelantes de hierro de bajo peso molecular, encargadas de
transportar este elemento, favoreciendo asi el desarrollo de las plantas de manera directa (Arora et
al., 2013). Los sideroforos también favorecen el desarrollo de las plantas de manera indirecta,
especialmente aquellos producidos por microorganismos como las actinobacterias; éstas secuestran
el hierro disponible en la rizosfera, que es esencial para su desarrollo, haciéndolo poco disponible
para otros microrganismos, incluyendo a los patdgenos (Mehnaz, 2013). Todas las cepas de
actinobacterias no estreptomicetos evaluadas en nuestro estudio fueron capaces de producir
siderd6foros en concentraciones de 9.47 a 52.23%U, siendo la cepa S. reticulum (testigo positivo)
la que la produjo en mayor abundancia. Nuestros resultados coinciden con los valores reportados
en otros estudios para actinobacterias estreptomicetos y no estreptomicetos. Kaewkla y Franco
(2021) y Wu et al. (2018) reportaron cepas de Amycolatopsis capaces de producir este compuesto.
Mientras que, Meena et al. (2020) reportaron cepas del género Nocardioides con esta misma
capacidad.

Por otra parte, Garcia-Rojas et al. (2019) reportaron cepas de Streptomyces spp. productoras de
sideroforos en rangos de 7.8 a 39.2 %U. Chukwuneme et al. (2020) encontraron cepas de
Streptomyces. que produjeron siderdforos en concentraciones de 38.3 y 48.6%U. Mientras que,
Lahmyed et al. (2021) aislaron de rizosfera de tomate a cepas de actinobacterias productoras de
sideroforos en concentraciones de 2 a 43%U.

Se ha reportado que el 80% de las PGPR aisladas de cultivos agricolas son capaces de sintetizar

AIA a partir de L-triptofano (Narayana et al., 2009). Dentro de las PGPR se encuentran las
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actinobacterias con rangos de produccion moderado de esta auxina de 0.2 a 136 mg/L (Narayana
et al.,2009; Nimnoi et al., 2010). E1 100% de las cepas de actinobacterias evaluadas en este estudio,
incluida la cepa positiva (S. reticulum), fueron capaces de producir AIA en concentraciones de 10
mg/L a 63.3 mg/L, siendo la mayor productora, la cepa de N. albertanoniae. Algunas
actinobacterias de los géneros evaluados en este estudio han sido reportadas como productoras de
esta auxina. Alekhya y Gopalakrishnan (2016) reportaron que Amycolatopsis BCA-696 fue capaz
de producirla en concentraciones de 107 mg/L. Mientras que, Andreolli et al. (2016) reportaron
especies de Nocardioides productoras de esta auxina en concentraciones de hasta a 0.0456 mg/L.
Sin embargo, en cepas de Streptomyces se han conducido la mayoria de los estudios respecto a su
capacidad para producir AIA. Wahyudi ef al. (2019) reportaron que el 31% de las cepas de
Streptomyces que aislaron en su estudio, fueron capaces de producir esta auxina en un rango de
2.08 a 16.70 mg/L (Jog et al., 2012) aislaron e identificaron cepas de Streptomyces de la rizosfera
de plantas de trigo (77iticum sp.), de las cuales, el 78% produjeron AIA en concentraciones de 2.6
a 19.22 mg/L. Jog et al. (2014) reportaron una produccion de AIA de 136 mg/L por Streptomyces
sp. Sreevidya et al. (2016) aislaron actinobacterias productoras de esta auxina en rangos de 3.6 a
14.6 mg/L. Se ha sugerido que el mecanismo mas comun para la biosintesis de AIA por las PGPR
se lleva a cabo a través de la ruta metabolica del 4cido indol-3-piravico e indol 3-aldehido acético,
por lo que, el aumento en estas vias metabdlicas implica un aumento en la sintesis de AIA (Shilev,
2013).

Las actinobacterias han recibido atencion como potenciales solubilizadores de fosfatos, implicados
en la promocion del crecimiento vegetal. En nuestro estudio, solamente el 33.3% de las
actinobacterias fue capaz de solubilizar fosfatos, siendo las cepas de S. shandongensis y A. lurida
las que mostraron esta capacidad con valores de 5.89 y 2.56 mg/L, respectivamente. Se ha sugerido
que solo =20% de las cepas de actinobacterias tiene esta capacidad (Satyaprakash et al., 2017).
Aunque en otros estudios se han informado porcentajes mayores. Faried et al. (2019) reportaron
que el 50% de sus cepas de Streptomyces fueron capaces de solubilizar fosfatos en un rango 32 a
78 mg/L. Por su parte, Abbasi et al. (2019) documentaron que el 73% de sus cepas de Streptomyces
evaluadas en su estudio fueron capaces de solubilizar fosfatos. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Franco-Correa et al. (2010) quienes reportaron que el 70% de las cepas de
Streptomyces aisladas en su estudio solubilizaron fosfatos en concentraciones de 2.05a 2.72 mg/L.

La capacidad de estos microorganismos para solubilizar fosfatos puede deberse a la liberacion de
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acidos organicos en el medio, lo que causa su acidificacion o a la produccién de compuestos como
los sideroforos que forman complejos con el fosforo (Welch et al., 2002; Whitelaw, 1999).

La produccion de quitinasa en medio de cultivo se atribuye principalmente a la capacidad de los
microorganismos para utilizar los sustratos presentes en el medio como principal fuente de carbono
(Stoykov et al., 2015) y al grado de hidrdlisis de quitina coloidal por los microorganismos, a las
condiciones en las que se conducen los experimentos, destacando, la concentracion del sustrato, el
tiempo de incubacion y las condiciones fisicoquimicas como pH, aireacion y temperatura, entre
otras. Desafortunadamente, las cepas de actinobacterias seleccionadas para nuestro estudio fueron
incapaces de sintetizar quitinasa. Sin embargo, algunas cepas de actinobacterias, especialmente del
género Streptomyces han sido reportadas como productoras de quitinasa en concentraciones de
0.47 a 09 U/mL. Ramirez-Hernandez et al. (2019), Singh y Gaur (2016) reportaron que el 65% de
sus cepas de actinobacterias evaluadas cualitativamente fueron capaces de producir esta enzima.
Por su parte, Gupta et al. (1995) reportaron cepas de Streptomyces capaces de producir de 0.09 a
0.23 U/mL de quitinasa.

La capacidad de producir quitinasa por las actinobacterias se ha asociado a su potencial en el
biocontrol de hongos fitopatdgenos, especialmente porque las quitinasa degradan la pared celular
de los hongos, y se ha sugerido que estas también participan activamente en el antagonismo
(Nagpure y Gupta, 2013).

La habilidad de las actinobacterias para producir celulasa ha sido explorada desde que se descubrio
este potencial en estos y otros microorganismos. Diversos estudios han evidenciado la capacidad
de las actinobacterias para degradar celulosa. Los valores de produccion de esta enzima
encontrados en cepas de actinobacterias fluctiian de 0.32 a 39.5 U/mL. El 33.3% de las cepas de
actinobacterias de nuestro estudio, fue capaz de sintetizar celulasa, especialmente por las cepas 4.
lexingtonensis y A. lurida en concentraciones de 0.03 y 0.55 U/mL, respectivamente. George et al.
(2001) aislaron una cepa de Thermomonospora capaz de producir hasta 23 U/mL de celulasa. Das
et al. (2014), encontraron que el 94% de sus aislados de Streptomyces produjeron esta enzima,
aunque en menores concentraciones (0.324 a 0.756 U/mL). El-Sersy et al. (2010) reportaron que
el 100% de las cepas de actinobacterias aisladas fueron capaces de producir esta enzima en
concentraciones de entre 17.9 a 39.5 U/mL, una de estas fue Nocardiopsis aegyptia. Se ha sugerido,
que los microorganismos capaces de producir celulasa pueden ser utilizados como agentes de

biocontrol, especialmente de Oomicetos patogenos, ya que las celulasa dafian a las paredes
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celulares de estos y una vez que esto ocurre, los fitopatdogenos son mas susceptibles a otros
metabolitos antifingicos producidor por los microorganismos antagonistas (El-Tarabily et al.,
1996).

A la fecha, se ha reportado un niimero considerable de cepas de actinobacterias aisladas de la
rizosfera de plantas cultivadas y no cultivadas con capacidad anti-fitopatogénica, dada por su
capacidad para producir compuestos bioactivos (volatiles y no volatiles) que les confieren esta
actividad antagdnica (Barka et al., 2015; Toumatia et al., 2015).

De las cepas evaluadas en nuestro estudio, solo la cepa de S. reticulum (testigo positivo) inhibio
significativamente el crecimiento in vitro de P. capsici en un 73% en confrontacién (cultivo) dual.
He et al. (2020), reportaron actinobacterias no estreptomicetos antagonistas a fitopatdogenos,
incluyendo a S. lienomycini que inhibi6 el crecimiento de P. capsici en un 76.16%. Pérez-Corral et
al. (2020) reportaron cepas de Streptomyces antagonicas a P. capsici que inhibieron su crecimiento
in vitro por confrontacion dual (directa) desde un 70.76 hasta un 92.10 %. Otros autores han
reportado reducciones significativas del crecimiento in vitro por cepas de Streptomyces, desde
30.75 hasta 62.73 en otros hongos fitopatogenos como Colletotrichum sp., Alternaria sp., Botrytis
sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp. y Rhizoctonia sp. (Evangelista-Martinez et al., 2020). Andargie
y Li (2019) reportaron una cepa de S. morookaense que inhibi6 el 100% del crecimiento micelial
de los fitopatdgenos Ustilaginoidea virens y Bipolaris maydis ademas de suprimir la germinacion
de sus conidias, esta capacidad antifingica la atribuyeron a los compuestos antibioticos producidos
por esta cepa de actinobacteria. La actividad antagdénica in vitro de las actinobacterias en
confrontaciones directas contra diversos fitopatogenos es atribuida a la capacidad de estos para
producir una gran variedad de compuestos antibidticos y antiflingicos, ademas de metabolitos
secundarios bioactivos volatiles y enzimas liticas (Danaei et al., 2014; Gopalakrishnan et al., 2011;
Passari et al., 2015b). La cepa S. reticulum (testigo positivo) en nuestro estudio, fue la que produjo
la mayor cantidad de sider6foros y la que presentd la mayor inhibiciéon en las confrontaciones
directas. Se ha sugerido que los microorganismos capaces de producir sider6foros previenen el
crecimiento de microorganismos fitopatdgenos al secuestrar el Fe*" disponible en el medio de
crecimiento (Mehnaz, 2013). Al respecto, Mokrani (2020) evidenciaron a los sider6foros como los
responsables de la inhibicion del crecimiento in vitro de hongos fitopatdogenos como Fusarium
spp., Pythium sulcatum, Alternaria solani, Rhizoctonia solani, Verticillium dahliae, Sclerotinia

sclerotiorum, en rangos de 34.32 a 95.24%, ademas de demostrar cambios morfoldgicos en el
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micelio fungico y suprimir la esporulacion de fitopatogenos como F. oxysporum por siderdforos
Por otra parte, las actinobacterias son excelentes productoras de compuestos volatiles antifingicos.
Pérez-Corral et al. (2020) analizaron el potencial antagdénico de COVs producidos por cepas de
Streptomyces, encontrando inhibiciones significativas del crecimiento micelial de hongos
(Alternaria alternata, Fusarium solani) y oomicetos (Phytophthora capsici, Phytopythium vexans
y Pythium aphanidermatum) fitopatdégenos. El Oomiceto Phytophthora capsici fue inhibido desde
48.11 hasta 80.35%. Los mismos autores reportaron indices de inhibicion por COVs puros de 51.6
a 100 % contra este fitopatégeno, destacando el compuesto volatil trans-2-hexenal a una
concentracion de 100 pl/L, como el responsable de la inhibicion completa de este patdégeno y de
los otros patogenos arriba descritos. En nuestro estudio, resaltd la cepa de A. lexingtonensis al
inhibir por completo a este fitopatogeno a través de COVs, mientras que las cepas de A.
umgeniensis y A. lurida lo inhibieron en 56.12 y 53.02%, respectivamente. Este efecto inhibitorio
pudo deberse presumiblemente a la produccion de algun o algunos COVs antifingicos por nuestras
cepas de actinobacterias (Bouizgarne, 2013). Pérez-Corral et al. (2020) reportaron algunos COVs
producidos por cepas de Streptomyces como responsables de la inhibicion del crecimiento micelial
de hongos fitopatogenos, tales como (2-pentanone, 2-(methylthio) ethanol, 2,5- dimethylfuran, a-
pinene, 2-methyl-3-pentanone, 3-methyl-2-butanol, geosmin + 2-methylisoborneol, valencene).
Rouissi et al. (2013) y Wang et al. (2013) también documentaron que P. capsici, fue mas
susceptible a estos COVs que otros oomicetos fitopatdogenos como Phytopythium vexans y Pythium
aphanidermatum evaluados en su estudio.

Dentro de los COVs producidos por las cepas de actinobacterias de nuestro estudio, se encuentran
algunos producidos por otras PGPR, previamente reportados como promotores del crecimieto
vegetal y con actividad antifiingica.

Las cepas 4. lurida y A. umgeniensis produjeron el COV disulfide, dimethyl (DMDS). Este COV
ha sobresalido por su capacidad antifungica (incluso a concentraciones micromolares) y por su
capacidad para promover el crecimiento vegetal y activar la resistencia sistemica inducida en
plantas (Asari et al., 2016; Rojas-Solis et al., 2018). Pérez-Corral et al. (2020) reportaron que este
COV producido por las cepas de Streptomyces de su estudio, inhibi6 el crecimiento de P. capsici
en un 62.6 % a una concentracion de 100uL/L. También se ha reportado como promotor del
crecimiento en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum), ademdas de inducir cambios en la

arquitectura de la raiz de estas plantas (Meldau et al, 2013). Otros estudios, también han
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demostrado la actividad antifungica in vitro de este COV contra otros fitopatdgenos como
Fusarium oxysporum 'y Phytophthora spp., Sclerotium rolfsii, Verticillium dahliae y Rhizoctonia
solani, entre otros (Mao et al., 2014; Papazlatani et al., 2016). Concordantemente, los COVs
emitidos por 4. umgeniensis inhibieron el crecimiento in vitro de P. capsici en mas del 57% (Figura
12). Por su parte, A. lurida increment6 algunos parametros de crecimientoen plantas de A. thaliana,
tales como el peso fresco de raiz y tallo, longitud de raiz y el nimero de hojas (Figura 14). Mientras
que, en las plantas de chile jalapefio aument6 la longitud de raiz y altura de la planta. Basado en
lo anterior, los efectos positivos tanto en la inhibicion de P. capsici, como en la promocion del
crecimiento de algunos parametros in vitro e in situ en plantas de A. thaliana y C. annuum,
respectivamente, inducidos por la cepa 4. lurida podrian atribuirse a la produccion de este COV.
Pero en las plantas de A. thaliana en cultivo in vitro con los COVs emitidos por 4. umgeniensis se
registré un efecto menor en el crecimiento (Figura 13). Esto podria atribuirse a la baja produccion
del COV DMDS por la cepa, ya que el area bajo el pico observada para este COV fue mucho mayor
en A. lurida (2.08 %) que en A. umgeniensis (1.51%) (Cuadro 4). Por su parte, Asari et al. (2016)
y Rojas-Solis et al. (2018) reportaron que concentraciones altas de DMDS pueden inhibir el
crecimiento de las plantas, mientras que concentraciones micromolares (50 uM) lo favorecen. Este
efecto podria ser el caso de lo evidenciado en las plantas de A. thaliana en presencia de la cepa 4.
lurida. Tyagi et al. (2019) reportaron que el DMDS a concentraciones de mas de 200 uM, retarda
el crecimiento de A. thaliana, sin embargo, también evidenciaron un aument6 de 2.5 y 3 veces en
el numero de raices laterales y de pelos radiculares, respectivamente.

Streptoverticullium reticulum (testigo positivo) fue la cepa que inhibié mayormente el crecimiento
micelial del patégeno en confrontacion dual. Dentro de los COVs producidos por S. reticulum a
los que podria atribuirse su capacidad anti-fungica contra P. capsici se encuentran el acetic acid,
2-methylpropyl ester y phenylethyl alcohol (PEA), que han sido previamente reportados e
identificados por su capacidad para inhibir el crecimiento de hongos. Guo et al. (2019) reportaron
a acetic acid, 2-methylpropyl ester como el COV responsable de inhibir el crecimiento de B.
cinerea. Por su parte, el PEA ha sido reportado por su capacidad para inhibir el crecimiento de
hongos fitopatdégenos como F. incarnatum, Penicillium digitatum, P. italicum y Neurospora
crassa, especificamente al inhibir la sintesis de ADN y ARN (Angel et al., 2016; Lester, 1965; Mo
y Sung, 2007).

Amycolatopsis umgeniensis fue la unica cepa capaz de producir el COV 2-heptanone. Este COV
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ha sido reportado con actividades anti-fitopatogénicas, insecticidas y como promotor del
crecimiento vegetal. Este COV fue reportado por (Cole et al., 1975) como capaz de inhibir el
crecimiento y la formacion de esporas en fitopatogenos como Pythium irregulare, Rhizoctonia
solani y Fusarium oxysporum. Jiang et al. (2019) demostraron la capacidad de este COV para
promover el crecimiento en A. thaliana, aumentado especialmente, el peso fresco de las plantas en
mas 3.75 veces a una concentracion de 10 ng/pL. Cabe senalar, que 4. umgeniensis inhibid a P.
capsici en un 57%, ademds de incrementar significativamente la longitud de raiz y el peso fresco
(de raices y tallos) en las plantas de A. thaliana en 63, 5.8, 2.4 veces, respectivamente, al exponerse
in vitro a los COVs emitidos por esta cepa. Basado en lo expuesto anteriormente, el efecto
antifingico contra P. capsici 'y en el incremento de algunos parametros de crecimiento medidos en
A. thaliana podrian atribuirse a la produccion del COV 2-heptanone.

Otro COV producido por las cepas 4. lexingtonensis, A. umgeniensis y S. reticulum (testigo
positivo) fue el dimethyl trisulfide (DMTS). Este COV ha sido reportado como antiflingico
especialmente contra Oomicetos, pero también inhibe hongos. Agisha et al. (2019) reportaron la
inhibicion completa de los fitopatdgenos Phytophthora capsici, Pythium myriotylum, Athelia
rolfsii, Rhizoctonia solani, Gibberella moniliformis, Colletotrichum  gloeosporioides,
Magnaporthe grisea al exponerse a este COV en concentraciones de 21 a 679 pg/cm’. Se ha
evidenciado que este COV dafa a la membrana e integridad de las esporas de los hongos, ademas
de inducir cambios en la morfologia del micelio (Tang et al., 2019). Amycolatopsis lexingtonensis
evaluada en nuestro estudio, fue la cepa que produjo la mayor cantidad de este COV (9.71%) y
coincidentemente fue la que inhibi6 por completo el crecimiento micelial y germinacion de esporas
in vitro en P. capsici en los bioensayos a través de COVs. La inhibicion in vitro (56.12 y 53.02%)
del crecimiento de P. capsici por las cepas A. umgeniensis y A. lurida, respectivamente, podria
atribuirse a la producion de este COV, y este porcentaje de inhibicion podria estar correlacionado
con la cantidad relativamente baja (0.11 y 1.35%) de este COV producido por ambas cepas,
respectivamente. Cabe destacar, que las tres cepas productoras de DMTS fueron las que inhibieron
significativamente el crecimiento micelial de P. capsici en las confrontaciones a través de COVs
emitidos por estas, por lo que, presumiblemente su actividad antifingica podria atribuirse a la
produccion de este COV.

La cepa de N. albertanoniae produjo los COVs 3-octanone y 2-pentanone, previamente reportados

en otros estudios como promotores del crecimiento vegetal e inhibidores de hongos fitopatogenos.
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Gamboa-Becerra ef al. (2021) reportaron incrementos en la longitud de raiz primaria y la densidad
de raices laterales, en plantas de A. thaliana al someterse a concentraciones de 25 uM de 3-
octanone; sin embargo, los mismos autores reportan una reduccion progresiva en la promocion del
crecimiento conforme se aumenta la concentracion de este COV. Cordovez et al. (2017) también
evidenciaron que concentraciones altas (100 uM y 1 mg) de este COV inhiben el crecimiento de
plantas de A. thaliana. Por otra parte, otros autores han considerado que el 3-octanone tiene
potencial como agente de biocontrol de fitopatogenos (Holighaus et al., 2014; Naznin et al., 2014).
Contrariamente, la cepa N. albertanoniae que fue la que produjo este COV, fue ineficaz en la
inhibicion de P. capsici. El 2-pentanone ha sido reportado como promotor del crecimiento y con
actividad antifingica. Lee et al. (2019) reportaron un aumento en el peso fresco del 20 al 30% y de
la clorofila total de 20 a 50% en A. thaliana, al estar en contacto con este COV a concentraciones
de 100 uM. Sidorova et al. (2022), reportaron un incremento del peso seco de 4. thalianaen 1.5 a
2 veces a concentraciones de 200 pmol. También se ha demostrado la capacidad de este COV en
la inhibicidon de hongos como Alternaria alternata y Oomicetos (Phytopythium vexans, Pythium
aphamidermatum 'y Phytophthora capsici) fitopatogenos (Pérez-Corral et al., 2020).
Coincidentemente, N. albertanoniae fue la cepa que promovidé mayormente el crecimiento de la
mayoria de los pardmetros de crecimiento evaluados en plantas de 4. thaliana, por lo que, este
efecto positivo de promocion en A. thaliana podria atribuirse a la accion conjunta de los COVs 3-
octanone y 2-pentanone, producidos por esta cepa.

Aunado a la actividad anti-fitopatogénica extensamente documentada en PGPR, incluidas las
actinobacterias, cuando estas entran en contacto directo con las plantas también promueven el
desarrollo y crecimiento mediante la produccion de fitohormonas, ademds de hacer disponibles los
nutrientes como hierro y nitrégeno (Brink, 2016; Pieterse et al., 2016). Inclusive, algunas PGPR
favorecen indirectamente el desarrollo de la planta, mediante mecanismos como la sintesis de
COVs que al ser detectados por las plantas favorecen su desarrollo (Gutiérrez-Luna et al., 2010;
Ryu et al., 2003; Zhang et al., 2007).

En nuestro estudio, las cepas de N. albertanoniae A. lexingtonensis y A. lurida aumentaron en
mayor medida el peso fresco de raiz, tallo y nimero de hojas en plantas de 4. thaliana (Figura 2A,
B, D) tanto en interaccion in vitro por COVs como en cultivo dual (interaccion directa). Estos
efectos positivos pudieran deberse a la capacidad demostrada por estas cepas para producir AIA.

Ya que, esta fitohormona es conocida ampliamente por incrementar el desarrollo de las raices
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laterales y aéreas de las plantas, ademéas de favorecer la absorcion de nutrientes, que en
consecuencia se refleja en el mayor desarrollo de la planta (Duca et al., 2014).

Rahmoune et al. (2017) también reportaron un aumento en el numero y tamafio de las hojas de A4.
thaliana al estar en contacto con microorganismos como Bacillus sp. y Lysinibacillus fusiformis.
En nuestro estudio, también se evidencié un incremento significativo en los parametros de
crecimiento (peso fresco de raiz, diametro del tallo, nimero de hojas y longitud de raiz principal),
por las cinco cepas de actinobacterias no estreptomicetos evaluadas (Figura 14). Resultados
similares fueron obtenidos por Lopez-Bucio et al. (2007) al exponer plantas de 4. thaliana ante
Bacillus megaterium, ellos atribuyeron estos efectos a la capacidad de esta bacteria para producir
compuestos que reducen la proliferacion del tejido meristematico y que limitan la elongacion de
las células del meristemo apical.

Se ha demostrado que los COVs microbianos, pueden producir cambios en los patrones de
crecimiento de las plantas (Bailly y Weisskopf, 2017). Interacciones entre plantas y COVs fueron
reportadas por primera vez por Ryu et al. (2004), quienes observaron que los COVs producidos
por Bacillus sp., promovieron el crecimiento de plantas y activaron la resistencia sistémica en
plantas de A. thaliana. Las cepas de actinobacterias de nuestro estudio que mostraron los mejores
resultados para la promocion de crecimiento mediante COVs fueron A. lexingtonensis, S.
shandongensis, N. albertanoniae y A. lurida. A. lexingtonensis aumento el peso fresco de raiz y
tallo en 13.69 y 5 veces, respectivamente, S. shandongensis aument6 el nimero de hojas en 1.2
veces y A. umgeniensis incrementd notablemente la longitud de raiz hasta en 66.13 veces con
respecto a las plantas testigo.

Pérez-Flores et al. (2017) evaluaron la capacidad de cepas de PGPR en la promocion del
crecimiento en plantas de 4. thaliana y observaron un aumento en el crecimiento y desarrollo de
estas; especialmente en el nimero de hojas (1.4 veces), peso fresco de raiz y tallo (2.25 y 1.8 veces,
respectivamente) longitud de raiz (1 vez). Estos valores fueron mucho menores a los obtenidos con
las cepas de nuestro estudio. Por su parte, Zhou ef al. (2016) reportaron un incremento de mas de
5 veces en el peso fresco en plantas de A. thaliana al estar en interaccion con COVs emitidos por
B. cereus. En nuestro estudio, el peso fresco aument6 en mayor medida hasta 4.4 veces. Algunos
autores atribuyen la capacidad de las PGPR para promover el crecimiento de las plantas mediante
COVs al “dialogo molecular” que se da entre estas y las plantas, induciendo la biosintesis de AIA,

que en consecuencia, aumentan los niveles de esta fitohormona en la planta y se activan
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simultaneamente los mecanismos de trasporte de auxinas, para que esta, pueda llegar a los
diferentes tejidos de la planta (Zhou et al., 2016). Ryu et al. (2003) reportaron a los COVs (2,3-
butanediol y acetoin) como los responsables de promover el crecimiento en plantas de 4. thaliana,
producidos por algunas cepas de Pseudomonas syringae. Cabe mencionar que los mecanismos de
sefalizacion utilizados por los COVs han sido poco estudiados y documentados (Tyagi et al.,
2018), por lo que, aun se conoce poco.

Se ha demostrado que las actinobacterias son capaces de promover el crecimiento vegetal de
diversos cultivos, esta capacidad se atribuye principalmente a su capacidad para producir
sideroforos, fitohormonas (p.e. AIA) y a su capacidad para fijar nitrogeno y solubilizar fosfatos
(Monteiro et al., 2017). En nuestro estudio, los pardmetros de crecimiento medidos en las plantas
de chile jalapeno “M” después de ser tratadas con las dos cepas de actinobacterias no
estreptomicetos evaluados individualmente y en mezcla, fueron variables. El peso fresco de las
plantas del T3 (4. lurida + S. reticulum) fue el unico que se incrementd significativamente con
respecto a las plantas testigo. La altura de las plantas de chile jalapefio fue significativamente
diferente en los tres tratamientos, que en aquellas plantas testigo; con incrementos de 11.56%, 9%
y 6.7%, por los tratamientos T1 (4. lurida), T2 (S. reticulum) y T3 (A. lurida + S. reticulum),
respectivamente. El didmetro del tallo fue incrementado en 7.1% por el T3 (4. lurida + S.
reticulum). La longitud de raiz se incremento6 en 24.6 y 29.1% con los tratamientos T1 (4. lurida)
y T3 (4. lurida y S. reticulum), respectivamente. Nimnoi y Ruanpanun (2020) documentaron cepas
de Streptomyces capaces de promover el crecimiento de plantas de chile (C. flutescens L. cultivar
Thai) en mas de 75.47% para longitud del tallo, 88.37% en longitud de raiz, 56.78% en peso del
tallo, y hasta 141.84 % en peso de raiz. Por otra parte, Abbasi ef al. (2019) reportaron una cepa de
Streptomyces sp. responsable de aumentar significativamente la altura de la planta de tomate
(Solanum Ilycopersicum L. cv. Rio Grande) en 20%, y el peso fresco y seco del tallo en 36 y 37%,
respectivamente; sin embargo, no observaron un aumento en el peso seco y fresco de la raiz en sus
plantas de tomate, pero aumento la formacion de pelos radiculares. Esto también se evidencié en
nuestro estudio tanto en A. thaliana como en P. vulgaris, que, aunque no se evalu6 la cantidad de
pelos radiculares, visualmente se evidencia el mayor niimero de pelos radiculares en las plantas
tratadas con actinobacterias que en las plantas testigo (Figura 19). Por otra parte, también se ha
reportado el potencial de otras PGPR en la promocion del crecimiento vegetal tanto en chile como

en otros cultivos. Thilagar et al. (2018) reportaron incrementos en mas del 36% en el peso seco en
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plantas de chile (C. annuum) por Bacillus sonorensis. Gou et al. (2020) evidenciaron que al tratar
plantas de C. annuum con biofertilizantes cuyo principal ingrediente activo fueron cepas de PGPR
(Bacillus sp., Pseudomonas sp., Sinorhizobium meliloti) se aument6 significativamente su altura
entre un 12 y 58%, el diametro del tallo de la planta entre un 11 y 31% y el ancho de las hojas en
un 10 a 13%. Es importante destacar, que el aumento de la biomasa de raices favorece la capacidad
de las plantas para asimilar los nutrientes del suelo, ya que permite un mayor contacto de las plantas
con suelo (Antoun y Prévost, 2005). El tratamiento T3 (4. lurida 'y S. reticulum) mostré un aumento
en el ancho de las hojas de 7.6%, en los T1 (A. lurida) y T2 (S. reticulum) se observoé un aumento
de 12.5y 10.3% para el ancho de las hojas, respectivamente. Se ha sugerido, que la promocion del
crecimiento de las plantas por microorganismos benéficos, incluidas las actinobacterias se lleva a
cabo mediante diversos mecanismos directos e indirectos; de manera directa al hacer disponibles
los nutrientes necesarios (nitrégeno, fosforo, hierro, entre otros) para el desarrollo de las plantas o
mediante la produccion de reguladores del crecimiento de estos, como fitohormonas (auxinas y
citocininas) (El-Tarabily y Sivasithamparam, 2006). Los mecanismos indirectos favorecen el
crecimiento de las plantas al protegerlas del estrés bidtico y suprimiendo la actividad de
microorganismos patdgenos (Gupta et al., 2015). La produccion de metabolitos como antibidticos,
es considerada uno de los mejores mecanismos indirectos para el biocontrol de fitopatdgenos, la
produccion de enzimas liticas, es otro mecanismo utilizado mediante el cual suprimen
microorganismos fitopatdgenos y al activar la resistencia sistémica inducida, fendmeno conocido
como “biopriming” que protege a las plantas contra un gran niimero de patégenos, esta puede ser
activada por las PGPR o componentes individuales de estas, como lipopolisacaridos, sideroforos,

lipopéptidos ciclicos y volatiles (acetoin y 2, 3-butanediol) (Pérez-Flores et al., 2017).
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9. CONCLUSIONES

Algunas cepas de actinobacterias no estreptomicetos inhibieron el crecimiento in vitro del
Oomiceto Phytophthora capsici, produjeron sustancias promotoras del crecimiento vegetal y
fueron capaces de mejorar algunos de los parametros de crecimiento in vitro en plantulas de
Arabidopsis thaliana e in situ en plantulas Capsicum annuum.

Las cepas de actinobacterias de nuestro estudio fueron capaces de producir sideréforos y acido 3 —
indol acético, pero fueron incapaces de fijar nitrogeno y producir de quitinasa.

Las cepas 4. lurida'y S. shandongensis fueron las unicas capaces de solubilizar fosfatos.

Las cepas 4. lexingtonensis 'y S. shandongensis produjeron celulasa.

Los COVs de 4. lexingtonensis inhibieron totalmente (100%) el crecimiento micelial in vitro de P.
capsici, mientras que en confrontacion directa la mas eficaz en inhibir a este patdgeno fue la cepa
S. reticulum.

Todas las cepas de actinobacterias promovieron el crecimiento in vitro de las plantas de
Arabidopsis thaliana, siendo el peso fresco de tallo y raiz, los pardmetros de crecimiento
mayormente incrementados, especialmente por la cepa A. lexingtonensis.

Las actinobacterias (4. lurida+S. reticulum) en mezcla, promovieron eficazmente el crecimiento in
situ de la longitud de raiz y la altura de la planta de Capsicum annuum.

Se identificaron algunos compuestos volatiles, pertenecientes a los grupos cetonas, aldeidos,
¢ésteres, tioésteres terpeno y alcoholes producidos por las cepas de actinobacterias no
estreptomicetos que podrian estan implicados tanto en la promocidn del crecimiento vegetal como

en la inhibicion de fitopatogenos.
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10. RECOMENDACIONES

El uso de cepas de actinobacterias no estreptomicetos como agentes de control biologico de
fitopatdogenos y/o biofertilizantes es una alternativa prometedora al uso de productos
sintéticos/minerales, para la proteccion de cultivos hortofruticolas. Basado en la capacidad de
algunas cepas de actinobacterias no estreptomicetos evaluados en este estudio, para inhibir
fitopatdgenos y promover el crecimiento vegetal, se recomienda conducir estudios en condiciones
de invernadero o campo abierto para comprobar los resultados obtenidos in vitro e in situ. Nuestro
estudio evidenci6 que los COVs emitidos por las actinobacterias juegan un papel importante en la
promocién del crecimiento de plantas e inhibicion de patdgenos, por lo que, identificar al o los
COVs responsables de estos efectos sera de gran utilidad, ademas de conducir estudios
transcriptomicos para determinar si estos compuestos son capaces de activar la resistencia sistémica

en las plantas
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