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CAPITULO 1: PROTOCOLO DE TESIS
1.1 INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) arbusto originario de Centroamérica y Sudamérica, y
domesticado en{Mesoamérica, es considerado uno de los cultivos perennes bajo sombra mas
importantes del planeta, ya que representa la principal fuente de ingresos de productores
localizados en Africa, ASia, Centro y Sudamérica (Hipolito-Romero et al., 2017). Pertenece a la
familia Malvaceae, subfamilia Sterculioideae. El cacao crece bajo el dosel de bosques tropicales
lluviosos y cuenta con dosgespecies: 1. cacao spp (criollo), T. cacao spp. Sphaerocarpum
(forastero) y el cacao trinitario un hibrido resultante de la cruza entre el cacao criollo y el cacao
forastero (Dostert ef al., 2012).

A partir del fruto del cacao, s€ obtiene la materia prima para la elaboracion del chocolate,
lo que lo convierte en un producto de grangmportancia desde el punto de vista econémico. Segiin
Abad et al. (2021) las exportaciones mundiales.de cacao en el 2018 ascendieron a 375,571 millones
de dolares y los paises con mayor produccion fueron Costa de Marfil y Ghana. Para el 2020, el 70
% de la producciéon mundial se gener6 en Africa, mientras que América Latina registré tan soélo el
14 % de la produccion. Del cacao se derivan pasta, manteca y licor, claves para la elaboracion de
chocolates y bebidas (Goémez ef al., 2019). Entfe los beneficios del consumo de estos productos se
destacan, para la salud, la disminucion de ‘enfermedades’ cardiovasculares y de desordenes
metabolicos y la accion preventiva contra el cancer y el sistemasiervioso (Martin & Ramos, 2021).
A pesar de los aspectos positivos mencionados, el cultivo de cae@o enfrenta graves problemas en
sus plantaciones que contribuyen a un elevado déficit de rendimiente. Estos factores pueden ser
de tipo biodtico o abidtico, como patrones erraticos de precipitacion, disponibilidad limitada de
material de siembra, disminucion de la fertilidad del suelo y de la matéria organica, asi como
afectaciones por plagas y enfermedades (Ofori et al., 2023; Tosto et al., 2023).

La Organizacion Internacional del Cacao, (ICCO, por sus siglas en inglés)destaca que la
produccion mundial de cacao en 2023 se vio afectada por plagas y enfermedades, 10 que provoco
pérdidas globales en su produccion de un 30 a 40 %. Estas enfermedades fueron ocasionadas por
fitopatogenos: “escoba de bruja”, causada por Moniliophthora perniciosa; “monialisis™ycausada
por M. roreri; y “la pudricion de la mazorca”, producida por Phytophthora palmivora (ICCO,

2025). En el contexto nacional, los factores que afectan la produccién de cacao son: el bajo
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rendimiento de los cultivos, la edad avanzada de las plantaciones y los altos costos de produccion
(Albores<Fleores, 2015). Para el estado de Tabasco, se ha documentado que los factores limitantes
para la produecion exitosa del cacao son las plantaciones de edad avanzada y la presencia de
moniliasis (Vézquez, 2017).

El bajo rendimiento en los cultivos causado por fitopatogenos como la monilia, ha
propiciado que a nivel mundial y nacional se apliquen diversas estrategias o0 métodos de control
de esta enfermedad para“eyitar los estragos que provoca. Los procedimientos comuinmente
empleados para su controh son las podas fitosanitarias, el uso de variedades genéticamente
resistentes y el empleo de fungicidas (Acebo-Guerrero ef al., 2015). Los fungicidas son un grupo
quimico utilizado en la agricultura y otras industrias para el control de infecciones fingicas (Sang
et al., 2023). El uso constante de estas'moléculas quimicas provoca dafos al ambiente y en la salud
de los organismos vivos. Por lo tanto, resulta importante la busqueda de alternativas amigables con
el ambiente que permitan un manejo sanitario efectivo de los cultivos (Terrero-Yépez et al., 2018).

En este sentido, diversos estudios demuestran que el uso de microorganismos como agentes
de control bioldgico, constituye Una alternativa amigable con el ambiente y un recurso
ecosistémico clave para la producciont sostenible de cultivos al propiciar una relacion no
beneficiosa para los agentes patdgenos. Algunos de 19s microorganismos empleados para este fin
son las bacterias y los actinomicetos. Estos @iltimos puedentser empleados para cumplir con esta
labor de biocontrol, o incluso, en la produccion de biofertilizantes (Fernandez-Larrea, 2001; Pozo
et al., 2006; Corrales-Ramirez et al., 2012 Ayala-Torres et al., 2023; Cao et al., 2023).

Los actinomicetos son semejantes a los hongos por la produccion de filamentos y esporas
y a las bacterias por su pared celular de peptidoglicano (Salaria et al:32017). Son un grupo ubicuo
y heterogéneo de bacterias grampositivas que comprenden un amplio_rango de morfologias y
representan del 20 al 60 % de la poblacién microbiana del suelo (Pérez-Corral, ef al., 2022). No
solo habitan en el suelo, sino que también pueden encontrarse en sustratos como fondos marinos,
rios, lagos y materia organica en descomposicion (Quinones-Aguilar, 2018). Enespecial, se ha
reportado que este grupo microbiano se asocia con frecuencia con la rizosfera de las"plantas. La
rizosfera es una capa del suelo adherida a la superficie de las raices, en la que se llevama cabo
reacciones quimicas en una relacion planta-microorganismo asociada al crecimiento de lasplantas
(Lino-Navarro et al., 2020). En la unidén actinomiceto-planta se da una relacion simbidtica_tipo

mutualista, donde la raiz de las plantas exuda carbon, nitrogeno, sider6foros y otros elementos para
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la nutrieidn de los actinomicetos; y los actinomicetos producen antibidticos y enzimas para inhibir
el crecimiento de fitopatogenos; ademas sintetizan fitohormonas como el 4cido indol acético (AIA)
y solubilizan_elementos como el fosfato para la nutricion de las plantas, actuando asi como
bacterias prometores del crecimiento vegetal (BPCV) (Franco-Correa, 2009; Tistechok et al.,
2019).

Es por lo antes mencionado que este trabajo tiene como finalidad aislar actinomicetos a
partir de la rizosfera ‘de”plantas de cacao, para evaluar el efecto antagonista sobre M. roreri,
microrganismo causante de~la moniliasis; asi como para distinguir la produccién de promotores

del crecimiento vegetal a partir de"estas mismas bacterias.
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12 MARCO TEORICO

Introduccién del cacao en el mundo, México y Tabasco

Se cree que el cacao llegd a México gracias a la migracion de personas y a los intercambios
de productos entfe las sociedades de Mesoamérica y de América del Sur. Los primeros vestigios
de esta semilla en nuestro pais datan del afio 1800 al 1900 a. C.; dichas semillas fueron encontradas
en Chiapas y Veracruz (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2021). Una vez que el cacao
criollo llegd a Mesoamérica, se convirtid6 en un cultivo trascendental para las distintas
civilizaciones. En el sur de M¢xico (Tabasco y Chiapas), los Mokayas y los Olmecas domesticaron,
cultivaron y consumieron porprimera vez el cacao entre 1500 y 400 a. C. (Barros, 2018). Los
Mayas (600 a. C.) son responsables”de las primeras plantaciones de cacao criollo y de su difusion;
lo integraron en sus actividades culturales, medicinales y comerciales mediante el empleo de
“trueques” (Huamanchumo De La Cuba, 2017). Los aztecas (1400 a. C.) conocieron el cacao al
interactuar con los mercaderes mayas. Esta civilizacion adopto el cultivo y empezd a consumirlo
en forma de bebida elaborada con cacao molido, agua y miel a la cual se le llamé xocolatl
(Hernédndez-Gomez et al., 2012).

Para 1502 Cristobal Colon se convirtio en ebprimer europeo en interactuar con el cacao y
sus semillas en la isla de Guanaja, Honduras, ademas, fecibié a manera de obsequio una copa de
chocolate, pero no fue hasta 1528 que el cacao.aparece enl el viejo continente por primera vez, los
espafoles conquistadores llevaron muestras de cacao a la realeza (Larios ef al., 2024). El cacao
empez6 a popularizarse en Espafia en forma de bebida. Pero para 1662, el chocolate caliente en
sus distintas vertientes se habia difundido por toda Europa, principalmente en Alemania, Bélgica,
Suiza, Austria, Italia e Inglaterra. Fue en 1753 cuando el cacao es denominado Theobroma cacao
por Carlos Linneo, derivado del latin “Theobroma” el cual significa “comida de los dioses” (Verna,
2013).

Produccion mundial, nacional y estatal del cacao.

Hoy en dia, el cacao se produce en 58 paises, distribuidos en 4 continentes.delmundo:
Africa, América, Asia y Oceania. A nivel mundial, los paises tropicales con mayor pfoduccion
de cacao son: Costa de Marfil, Ghana, Indonesia, Nigeria, Camerun, Ecuador, Peru, Republica
Dominicana, Colombia y Nueva Guinea. El porcentaje de cosecha en los diferentes continentes
esta distribuido en 72 % para Africa, 16 % para América Latina y 12 % para Asia y Oceania

(Avendano-Arrazate, 2018).
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En términos econdmicos, México es el catorceavo productor a nivel mundial y Tabasco es
el estado”que mas aporta a nivel nacional con 64.3 % de la produccion total. La superficie de
cosecha en”nuestro pais se extiende por 58,598 hectareas y cuenta con un total de 45,000
productores deé-eacao (CACAO Mexicano Planeacion Agricola Nacional, 2017). De acuerdo con
la Secretaria de Désarrollo Agropecuario y Pesca (2024), el cacao posiciona a Tabasco en primer
lugar en la produceidn nacional de sus principales productos. En el estado, la region de la
Chontalpa es la zona coniayor produccion, donde 9,975 familias campesinas se dedican al cultivo
del grano (Cruz-Landero efal), 2015). La produccion nacional de cacao cubre solo el 41.22 % del
consumo nacional, lo que generasina dependencia de cacao importado de paises como Ecuador,
Costa de Marfil y Colombia (Planeacion Agricola Nacional: Cacao Mexicano, 2017).

Primeros reportes de la moniliasis.en el mundo

Ecuador se considera el centroide.origen de M. roreri. En 1917, J. B. Rorer fue delegado
en Ecuador para investigar el deterioro actletado de las cosechas de cacao en dicho pais. Obtuvo
muestras de mazorcas enfermas, que fueronenviadas al Dr. R.E. Smith el quien determin6 que el
agente causal era un hongo al que dénominé monilia (Bailey ef al., 2018). Para 1956, la
moniliasis habia iniciado su dispersion en el contin€nte americano, empezando por Panama y
luego llegando a distintos rincones del continente.

El primer reporte de moniliasis en MéXieo'se realizo.en el 2005, cuando mazorcas deformes
y con maduracion prematura llamaron la atedcion de los=pobladores de Ignacio Zaragoza,
Pichucalco, en el norte de Chiapas. En abril del mismo afio, la afegtacion por monilia se extendio
a 1000 hectéreas en los municipios de Pichucalco, Juarez y Ostauaedn, en el estado de Chiapas, y
en Huimanguillo, Tabasco (Phillips-Mora ef al., 2006). A partir de esa fecha, la diseminacion de
este patogeno en el estado de Tabasco se extendid a los municipios de Comalcalco y Cardenas,
afectando 1,033 hectareas y en el 2007 la moniliasis ya penetraba en todas.las zonas productoras
del estado (Torres de la Cruz, 2010).

Daiios causados a la produccion del cacao en paises con presencia de monilia

La moniliasis sélo infecta los frutos durante su desarrollo; los frutos jovenes‘Son los mas
susceptibles y sufren necrosis, manchas necroticas y madurez prematura (Torres de la Cruz;2020).
Actualmente, esta enfermedad se distribuye en: Belice, Bolovia, Colombia, Costa Rica, Ecuador,
Guatemala, Honduras, Jamaica, México, Nicaragua, Panam4, Peri y Venezuela (EPPO Global

Database, 2025).
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En Colombia, la pudricion de la mazorca, causada por M. roreri, se considera el factor mas
limitante*para la produccion del cacao. Su incidencia puede variar entre 8 % y 80 % en las zonas
productoras; ysas pérdidas registradas oscilan entre 40 % y 100 %. Lo anterior equivale a perder
28,000 toneladas-en una produccion de 42,000 toneladas (Alvarez et al., 2014; Guillermo & Gil,
2016; Jiménez-Zapata et al., 2023).

Ecuador ha visto mermada la rentabilidad del cultivo de cacao debido a los dafios causados
por la moniliasis, con detfimento significativo del 60 al 90 % en su producto de 46, 000 a tan s6lo
20,000 toneladas (Aguirreg2019; Anzules et al., 2019).

En México, la situacion d€ la monilia es todavia mas agravante, la utilidad de dicho fruto
ha experimentado pérdidas del 80.%. En Tabasco se registran reducciones del 43.2 % lo que se
traduce en un detrimento de 57 millories 120 mil pesos mexicanos, dado que en toda la superficie
del estado se encuentra diseminado este patogeno (Barron et al., 2014).

Estrategias para controlar 1a moniliasis

Se han planteado diversas estrategias 0 métodos para el control de la moniliasis en los
cultivos de cacao, entre ellas los controles quimicos, culturales, genéticos y bioldgicos.

El control quimico se basa en el'us0 de sustancias quimicas que buscan erradicar o controlar
al fitopatdogeno objetivo. En el caso especifico de¢la_monilia, se trata de un fungicida. Los
fungicidas buscan controlar, prevenir y evitaf lasgerminacion de las esporas del hongo (Petit ez al.,
2012). Algunos de los mas utilizados son: carbendaziny” triadimefon, triadimenol, bitertanol,
imazalil, fenarimol, carbosulfato, flutolanil, cobre, azufre, captaf,ymancozeb y metalaxyl (Ayala-
Benitez, 2008). A pesar de la probada efectividad de los fungicidass’su aplicacion resulta costosa,
lo que disminuye la rentabilidad de los cultivos, ya que se requiere un nimero excesivo de
aplicaciones para lograr una cobertura adecuada. Por otro lado, el uso.de"sustancias quimicas a
largo plazo provoca la contaminacion del suelo, del aire y del agua, asi. €¢omo perjuicio a los
organismos vivos (Lopez et al., 2018).

El control cultural son aquellas labores dirigidas a minimizar la disponibilidad de
nutrientes, de refugio y de condiciones que favorecen la proliferacion de alguna plaga o
fitopatdgeno (Benavides et al, 2002). Este tipo de control ha sido ampliamente empleado en
México y en distintas partes del continente americano. Las labores han consistido en: cofitrol de

malezas, mejoramiento del drenaje, poda de arboles de cacao y de arboles de sombra, remocién
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semanal”de frutos enfermos y cubierta de frutos que estdn en el suelo con la hojarasca de la
plantacién euando el hongo esta en fase de esporulacion (Torres-de-la-Cruz et al., 2019).

El eontrol genético se refiere a un cultivo que puede manipularse genéticamente para
incrementar susesistencia al dafo causado por plagas o enfermedades causadas por fitopatégenos.
Por ejemplo, se puéde seleccionar a un individuo de una poblacion que exprese una caracteristica
de interés (Viveros-Viveras et al., 2009). Para el cacao, se reportan los clones ICS-95, CCN-51 e
ICS-60, seleccionados gpor su productividad, resistencia o susceptibilidad a la moniliasis.
Particularmente, el clon ICS<95 es el que ha ofrecido los mejores resultados ha ofrecido en cuanto
incidencia de la monilia, severidad tanto interna como externa en las mazorcas, por eso, se dice
que este clon tiene niveles signifieativos de resistencia contra M. roreri. (Phillips-Mora et al., 2005;
Quintana-Fuentes et al., 2015).

Mediante el uso del controlybielogico se pretende restaurar el equilibrio ecoldgico
perturbado, empleando organismos vivos' 0_sus metabolitos para eliminar o disminuir los dafos
causados por organismos perjudiciales (Badii & Abreu, 2006). Para el control de la moniliasis se
han usado principalmente hongos y bacterias. Efitredos hongos empleados destacan: Paccilomyces
sp, Trichoderma sp, Colletrotichum sp,” Botryosphaéria.sp, Xylaria sp, Lasiodiplodio sp. En cuanto
a las bacterias, se ha reportado el uso de=Baeillus sp’y_Pseudomonas sp. Tanto Trichoderma sp
como Bacillus sp han mostrado actividad antagénica efeetiva, tanto al actuar en solitario, como al
mezclarse con aceites vegetales, o con productos rganicos inductores de resistencia y fertilizantes
foliares (Contreras & Riafio, 2013; Villamil et al., 2016; Rodrigdez, 2021; Guaman et al., 2022).
Caracteristicas generales de los actinomicetos

Los actinomicetos se describen como bacterias grampositivas poseedoras de acido
muramico en su pared celular, mesofilicas, aerobias, quimiotrofos, saprofitas, con crecimiento
miceliar, y formacion de esporas (Parija, 2023). Los actinomicetos presentan Un micelio radial bien
desarrollado, que, de acuerdo con su morfologia y funcion, se divide en dos categorias: micelio de
sustrato y aéreo (Hatha et al,, 2012).

El micelio de sustrato crece en el medio o en su superficie, sirve para asimilar.nutrientes
necesarios para el crecimiento de la bacteria, y el micelio aéreo se desarrolla después ¥ sirve para
la formacion de esporas, o para la formacion de micelio portador de esporas. Algunas
actinobacterias pueden formar estructuras complejas como: esporas, cadenas de esporas,

esporangios y esporangiosporas. Dichas estructuras se desarrollan tras la formacion de un
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“septum® en la hifa. La forma y disposicion de estas estructuras juegan un papel vital en la
clasificacion de las actinobacterias; por ejemplo, la presencia de una espora no motil es asociada
al género Micromonospora sp, dos esporas dispuestas en cadena es asociado con Microbispora sp
y, por ultimés~esporas almacenadas en un esporangio es una caracteristica asociable a
Streptosporangiwm’ sp. Las esporas son liberadas en el ambiente y germinan, produciéndose un
tubo germinativo primario,que dara paso a la formacion de la hifa vegetativa, y posterior a ello, se
forma la hifa aérea las€ual, dard paso a la formacion de nuevas esporas que permitiran la
reproduccion de la actinobacteria (Jose & Jha, 2016; Li ef al, 2016; Pérez-Corral et al., 2022;
Menezes et al., 2023).

Distribucion de las actinobacterias

Los actinomicetos se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes habitats: suelo de
rizosfera, suelo hipersalino, piedra calizag suelo contaminado, minas de carbon, cuevas, agua de
mar, desiertos, sedimento marino, manglares, algas, moluscos, esponjas, viseras de insectos y
como endo6fitos de plantas. En cada uno de‘estos habitats, los actinomicetos se relacionan con su
medio mediante la produccion dé€ jmoléculast bioactivas que facilitan la comunicacion, la
competencia e interaccion con otros microorganismos (Ghorbani-Nasrabadi et al., 2013; Crits-
Christoph et al., 2018).

Los actinomicetos que albergan el sueleypor ejemplo, los que se encuentran en bosques
tropicales, producen celulasa, una enzima litica que)cataliza la~degradacion de la celulosa, por lo
tanto, las bacterias en los suelos de bosques tropicales juegan, un papel fundamental en la
descomposicion de la materia organica (Dorchenkova et al., 2022). Aquellos actinomicetos
presentes en la rizosfera de las plantas, como Frankia sp., Streptomyces sp. y Nocardia sp.,
desempefian un papel vital mediante la fijacion de nitrogeno, lo que favorece el crecimiento de la
planta y el aumento de sus defensas mediante antibidticos (Subathra ‘eral., 2022). Bajo las
condiciones duras y estresantes de los ambientes hipogeos, como las cuevas, se han hallado
actinomicetos del género Nocardiopsis sp, Micromonospora sp, Streptomyces sp y.Pseudonocardia
sp que poseen la capacidad de contrarrestar los efectos adversos de la salinidad, restaurac.los suelos
degradados e inducir halotolerancia en las plantas (Farda et al., 2022). En ambientes gélidos como
la montafia de la isla Spitsbergen se han aislado especies de Streptomyces sp, capaces de producir

trehalosa y glicerol, que se emplean como aditivos para la crioconservacion (Ma et al., 2020).d.a
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amplia distribucion de las actinobacterias las somete a distintos niveles de estrés ambiental, lo que
deriva enlaproduccion de compuestos bioactivos como respuesta al ambiente (Tiwari et al., 2015).
Metabolites secundarios producido por actinobacterias

En cofisecuencia, debido a su amplia distribucidon, estos microorganismos necesitan
adaptarse rapidaménte a los cambios y competencia ambientales. Dicha adaptacion se debe a su
plasticidad metabdlicai Tanto en ambientes pobres como en ricos en nutrientes, logran
descomponer distintas fuéntes y transformarlas en alimento. El metabolismo de las actinobacterias
se divide en dos vertientesgel)metabolismo primario y el metabolismo secundario (Gunnarsson et
al., 2004; Hamedi et al., 2017):7El metabolismo primario de los actinomicetos se centra en el
aprovechamiento de nutrientes mediante sistemas catabolicos de carbohidratos y nitrégeno, que
permiten un uso eficiente de los‘recursos del suelo para que el microorganismo crezca y se
reproduzca (Vanee et al., 2017). En contraste, el metabolismo secundario, si bien no es
estrictamente necesario para el crecimiento, si esta involucrado en distintas facetas; por ejemplo,
permite que la bacteria desarrolle ventajas adaptativas para sobrevivir mediante la produccion de
compuestos bioactivos; también “desempefia’ un rol clave en la simbiosis con otros
microorganismos (Demain & Fang, 19955 I¢hinose;2003).

De particular interés resultan los metabolitos@ecundarios, conocidos por ser la fuente de
sustancias bioactivas que pueden ser aproveechadas patracdistintos propositos: produccion de
antibioticos, produccion de enzimas para las industrias, aplieaciones ambientales y aplicaciones
en la agricultura (Khan et al., 2023; Saito & Arai, 2024).

Produccion de antibidticos

Cerca de 4,500 metabolitos secundarios activos con capacidad antibidtica han sido
producido por actinobacterias con implementacion para tratar enfermedades’en humanos, animales
y en el sector agricola. Entre los antibidticos reportados se encuéntran cethromicina,
amphotericina, eritromicina, nistanina, clorafenicol, gentamicina, entre otreS producidos por
Streptomyces malaysiensis (Bano et al., 2019; Meenakshi et al., 2024).

Aprovechamiento de las enzimas en la industria

Las enzimas que producen las actinobacterias son de alta especificidad y gran®@stabilidad
por eso son aprovechadas para distintos fines, por ejemplo, la proteasa producida por Nocdrdia sp
es usada para la elaboracion de detergentes removedores de manchas, en la elaboracion de quesos,

para procesar residuos industriales y para clarificar cervezas; la celulasa es empleada para la
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generacién de biocombustibles gracias a que transforma la celulosa en azlicar fermentable; la
amilasaproducida por Thermomonospora curvata es empleada para darle al pan la textura suave
y esponja quesconocemos, también es usada para elaboracion de jarabes sirope (Mukhtar et al.,
2017; Abdel-Aziz et al., 2019; Mebrat, 2024).
Aprovechamiento ambiental

Los biosurfactantes (glicolipidos, ramanolipidos, soforolipidos) producidos por
Rhodococcus erythropolisihan sido ampliamente estudiados y aplicados para la remocion de
hidrocarburos, pesticidas ednsecticidas gracias a la produccion de enzimas liticas como la quitinasa
y celulasas capaces de descomponer polimeros complejos (Valan-Arasu et al., 2016).
Aplicacion en la agricultura

Los actinomicetos mantienensfelaciones estrechas con la agricultura, ya que se involucran
en la promocién del crecimiento vegetalanediante la fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de
fosfatos y potasio, y en el biocontrol mediante la produccion de antimicrobianos, sideroforos y
enzimas liticas que eviten la proliferacion de fitopatogenos (Negi et al., 2024).
Principales mecanismos de antagonismo

Los actinomicetos son catalogades'como eXcelentes agentes de antagonismo debido a su
amplio repertorio de accion, derivado de su-gran diversidad metabdlica, el cual incluye: produccion
compuestos antimicrobianos que inhiben el grecimiento.de hongos y bacterias fitopatogenas,
produccion de enzimas liticas como la quitihasa, glucanasa y peroxidasa, produccién de
sider6foros e induccion de resistencia en la planta (Pérez-Corralfenal., 2022).
Produccion de antimicrobianos

Dentro de las actinobacteias, Streptomyces sp es el género con mayor relevancia en cuanto
a la produccion de compuestos antimicrobianos ya que es responsable de.producir la streptomicina,
gentamicina y entromicina, entre otras sustancias (Al-shaibani, Radin, Sidik, Enshasy, Al-Gheethi,
Noman, Al-Mekhalafi, Zin, 2021). Los antimicrobianos afectan principalment€ la bioquimica y
fisiologia de las células microbianas dafiando la pared o membrana celular mientras que otros
atacan la maquinaria sintética logrando reducir la proliferacion del microorganismo (Muteeb et al.,
2024).

La produccioén de compuestos antimicrobianos por actinobacterias ha sido descrita en los
ultimos afios. La cepa Streptomyces praecox KUBS-B6 fue reportada por primera vez como

endofita del estropajo (Luffa cylindrica), exhibiendo una gran capacidad antagonista al producir
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distintos” compuestos microbianos que inhibieron a bacterias grampositivas y gramnegativas
(Mahdivet al., 2022). En el mismo sentido, a partir de las plantas Thymes kotschyanus, Allium
hooshidaryae y Cerasus microcarpa se aislo la especie Streptomyces cyaneofuscatus KBG19 que
logré inhibir de-forma satisfactoria a Escherichia coli, Pseudomona aureginosa y Staphylococcus
aureus lo que resaltasu capacidad para producir compuestos antibacterianos (Delbari ef al., 2023).

La produccién de sustancias antifingicas que logran inhibir la sintesis de quitina en la
pared celular de los hongos también ha sido reportada para los actinomicetos, por ejemplo;
polyoxinas, nikkomicina, dipopentina, neopeptina, globopeptina, coronamicina, valinomicina y
ciclothiazomicina se han aislado-@ partir de las actinobacterias (Zhang et al., 2020). De muestras
de rizosfera de la hierba sarcandra (Sarcandra glabra) se obtuvo la cepa Streptomyces tsukubaensis
la cual expuso porcentajes de inhibicion favorables frente a diversos hongos fitopatdgenos:
Colletotrichum dermatium 86.75 %, Botrytis cinerea 83 %, Fusarium oxysporum 81 %, Alternaria
panax 87 %, Colletrotichum gloesporoides 81%, Fusarium solani 76 % y Stagonosporopsy
cucubrbitacearum 81 % (Song, Jiang, Wey, Lan, Pan, 2020). Por tltimo, Streptomyces felleus
BHPL-KSKU15 logré remarcar su versatilidad'metabolica al producir compuestos antibacterianos
que inhibieron a Salmonella typhi en 18amm y compuestos antifingicos al causar una reduccioén
en la proliferacion del hongo Candida albieans de 16imm (Sarika et al., 2021).

Produccion de siderdéforos

Los sider6foros son compuestos organi¢os de bajo peso molecular quelantes de hierro
producido por las bacterias. Actlian en condiciones de deficieneia de hierro, captandolo del suelo
y transportandolo a las bacterias, lo que lo hace menos disponiblé para los patdégenos y, como
resultado, estos no crecen (Aguado-Santacruz ef al., 2012; Santoyo et al., 2020).

A partir de las actinobacterias se han logrado aislar compuestos/Como: trihidroxamida,
desferrioxamina (aislado de Streptomyces sp), nocardiochelina A y B (aislado_ de Nocardia sp)
aerobactina, heterobactina y griscobactina (Salwan & Sharma, 2020; Silva et g, 2022) los cuales
actian directa e indirectamente a favor de la planta disminuyendo la cantidad.del hierro en el
medio, para asi, reducir las condiciones que permiten la proliferacion de fitopatdgenosy benefician
la salud de la planta (Cesa-Luna et al., 2020; Islas-Lugo et al., 2024).

Produccion de enzimas liticas
Las enzimas liticas facilitan el rompimiento, descomposicion o degradacion de los enlaees

que conforman la pared celular de los microorganismos, lo cual les causa lisis celular (Salazar &
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Asenjo,2007; Briers, 2019; Teles et al., 2019; Osorio-Echeverri et al., 2023). La quitinasa es un
ejemplo=de: enzima litica producida por actinomicetos; es una herramienta eficaz para la
degradacion dela quitina presente en la pared celular de muchos hongos fitopatégenos (Markovich
& Kononova,£2003). Otros ejemplos de enzimas liticas producidas por actinomicetos son la
peptinasa, la celulasa, la glucanasa, la proteasa, la lipasa y la amilasa cuya principal funcién es la
desintegracion de lagpared. celular. Los géneros de los comiinmente se obtienen estas enzimas son:
Streptomyces sp, Actingplaes sp, Microbiospora sp, y Micromonospora sp (Chowdhury et al.,
2021; Fasim et al., 20213~Shanthi, 2021). Tal es el caso de la cepas Streptomyces MUA26,
Streptomyces AM1, Streptomyeés flavorabiis XM21, Streptomycces halstedi, Streptomyces
griseus, Actinplanes campanulatusy Micromonospora chalcea y Luteimicrobium dalbum YSS-33
quienes fueron capaces de secretar.ehzimas liticas: quitinasas, celulasas, amilasas, proteasas y
lipasas las cuales les permitieron antagenizar a varios hongos fitopatogenos: F. oxysporum,
Fusarium flavus, Gibberolla xylanoides ¢ausante de la roya del cafeto, Fusarium verticillioides,
Frotiuim amstelodon y Aspergillus niger (Do et al., 2021; Ebrahimi-Zarandi et al., 2022; Dinh et
al., 2023; Kotb et al., 2023; Nuguse'& Kejela, 2024).
Induccion de resistencia en la planta

La induccion de resistencia es uni-estado fisiologico en el que, gracias a hormonas
secretadas por microorganismos, la capacidad deyrespuestade la planta frente a factores bioticos,
como los fitopatdégenos, aumenta. Las plantas inducidas o €ebadas desarrollan una respuesta mas
rapida y duradera frente a los patdgenos (Terrero-Yépez et ai’,~2018; Delgado-Oramas, 2020;
Valerio-Landa ef al., 2021). Dentro de las actinobacterias, génetos como Streptomyces sp y
Micromonospora sp son reconocidos por producir sustancias responsables del refuerzo de la
defensa de la planta, como la celulosa citolica Ca® y la oxidacion bifasica (Ahsari, Krishna, Zeyad,
Singh, Yadav, 2020; Ebrahimi-Zarandi, Saberi-Riseh, Tarkka, 2022). [as’cepas Streptomyces
enisocaesillis 'y Streptomyces rochei, al ser inoculadas en la planta destomate (Solanum
lycopersicum), disminuyeron los sintomas de clorosis atréfica y el marchitamientosl areaccion de
la planta se debi6 a la produccion de catalasas y peroxidasas, asi como al aumento deda.expresion
de genes (COX y TFX) involucrados en la respuesta de defensa de la planta (Abbasi ef al;\2019).
Actinomicetos como antagonistas de hongos fitopatogenos

Por su probada capacidad para producir sustancias antimicrobianas los actinomicetos_han

sido aislados con el objetivo de encontrar nuevos compuestos bioactivos que puedan inhibir a
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hongos fitopatdgenos que afectan a distintos cultivos alrededor del mundo y asi mitigar el uso de
sustancias texicas (Adra et al., 2023; Diaz-Diaz et al., 2024).

La cepa Streptomyces PR69, aislada de suelo de desierto de Cuatro Ciénegas, Chihuahua
logré inhibir €én=71 % a Phytophthora capsici, fitopatdgeno del pimiento morron, gracias a la
produccion de la.ehzima lipasa causante de lisis en la pared celular del hongo y de sideréforos
compuesto encargado de secuestrar el hierro disponible en el medio (Lopez-Reyes et al., 2024).
La cepa Streptomyces mairinus JKTJ-3 produjo enzimas liticas como glucanasas y quitinasas las
cuales le sirvieron para inhibir en porcentajes prometedores a un gran nimero de fitopatégenos
como fueron: Stagonosporopsis cticurbitacearum 69 %, F. oxysporum f'sp niveum 71 %, C. capsici
72 %, F. solani 76 %, Phomopsis yexans 78 %, Phomopsis asparagi 81 %, Sclerotinia sclerotiorum
84 %, Colletotrichum gloeosporioides 85 %, Rhizoctonia solani 91 %, Leptosphaeria biglobosa
91 %, Verticillium dahliae 95 % y Pythium aphanidermatum 95 % (Ge et al., 2023). CM253,
obtenida de rizosfera de azafran, logré inlitbir al hongo F. oxysporum causante de la podredumbre
del azafran, se registrd que la actinobacteria, alterd por completo la estructura de la hifa gracias a
la liberacion de sideréforos, proteasass glucanasas y celulasas (Tian ef al., 2022).

Incorporacion de actinomicetos para el antagonismo de fitopatogenos del cacao y como
productores de promotores del crecimiento-vegetal

El uso de actinomicetos como antagdnistas a la-moniliasis o determinados fitopatdgenos
del cacao es un tema poco explorado en la” agtualidadyasi como la capacidad de estos
microorganismos para producir sustancias promotoras de crecimiento vegetal.

La primera aproximacion para el aislamiento de actinobacterias se logro a partir de semillas
y mazorcas de cacao, en las cuales se encontraron siete cepas que lograron inhibir a Phytophthora
megakarya, Phytophthora erythroseptica, F. oxysporum y B. cinerea. Ademas, de su actividad
promotora del crecimiento vegetal in vitro, principalmente, la cepa denominada Ref8, la cual
produjo el antibidtico Geldamicina (Mouafo-Tchinda et al., 2016). Estos”mismos autores,
recolectaron muestras de rizosfera, de la cual obtuvieron una nueva cepa denominada Streptomyces
cameroonensis. Dicha cepa inhibi6 a 4. niger, B. cinerea, F. oxysporum, P. exythroseptica,
Phytophthora infestans, P. megakaya, Phytium aphanidermatum y Pythium myriotyluni) y'mostro
caracteristicas BPCV in vitro (Boudjeko et al., 2017).

A partir de los extractos biologicos generados por Streptomyces cameroonensis.sse

elaboraron formulaciones en polvo para evaluar los efectos de crecimiento y resistencia frente a P,
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megakarya en plantas de cacao. Dicha formulacion en polvo logrd inhibir la incidencia de P,
megakarya.en las plantas de cacao, ademas, aquellas plantulas tratadas mostraron un crecimiento
notable en altura, nimero de hojas, peso fresco y peso seco de brotes y raices en comparacion con

aquellos no tratados con la formulacion (Aristide et al., 2022).
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1.3 JUSTIFICACION

En_Tabasco, la enfermedad de la “moniliasis” afecta la produccion de cacao cultivado,
reduciéndola del 30 al 100 por ciento en las plantaciones. Esto ha generado desaliento entre los
productores poe=el desconocimiento del manejo de la enfermedad y recientemente, cerca de mil
hectareas han stdo” derribadas en Tabasco debido a la afectacion de la “moniliasis” (Instituto
Nacional de Investigaciongs Forestales, Agricolas y Pecuarias, 2022). Otros autores sostienen que
el cacao se ve afectadospor_la presencia de la moniliasis; ademas, de la edad avanzada de las
plantaciones y un manejo agrondmica deficiente (Vazquez-Vidal & Lopez-Rodriguez, 2021).

De acuerdo con el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), la
produccion de cacao en el estadodeTabasco presentd una disminucion significativa en los ultimos
afios, al registrarse 34,260.50 toneladas en 2022, cifra inferior a las 40,865.26 toneladas obtenidas
en 2021 y a las 40,923.26 toneladas‘reportadas en 2020 (Arias 2024). Esta reduccion en la
produccion se asocia, entre otros factores,a la incidencia de M. roreri, considerada una de las
principales enfermedades del cultivo del cacao en la region dese el 2005, la cual ha ocasionado
pérdidas de hasta el 80 % de la produccion, loqueequivale a aproximadamente 28 mil toneladas
de grano que dejan de cosecharse (Torresid¢ la Cruz, 2010). La persistencia de esta problematica
fitosanitaria representa una amenaza constante para la sostenibilidad productiva y econdmica de
los sistemas cacaoteros en Tabasco.

Ante semejante problema resulta indispénsable enContrar alternativas eficientes para el
control de las enfermedades y aumentar el rendimiento del cultivo empleando microorganismos
que nos permitan inhibir la proliferacion de fitopatdgenos y promover el crecimiento vegetal de la
planta.

Los actinomicetos constituyen un grupo de especial interés. debido a su reconocida
capacidad para producir metabolitos con actividad antimicrobiana y compuestos promotores del
crecimiento vegetal. No obstante, su potencial como agentes de biocontrol frente a M. roreri, asi
como su efecto en la promocion del crecimiento del cacao, ha sido escasamente.decumentado en
condiciones locales. Por ello, la generacion de informacion cientifica sobre su efecte’antagonista
y su capacidad para producir promotores del crecimiento vegetal resulta relevanterpara el

desarrollo de estrategias biologicas orientadas al manejo de la moniliasis del cacao.
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1.4 PREGUNTAS DE INVESTIGACION

(Existediversidad actinomicetos en la rizosfera de arboles de cacao?
(Puedendassactinobacterias producir in vitro compuestos promotores del crecimiento vegetal?
(Tienen las( ‘a¢tinobacterias rizosféricas capacidad para producir in vitro compuestos
inhibitorios contra M. roreri?

(Son capaces los extractso biologicos de los actinomicetos de evitar la germinacion in vitro de

las esporas de M. roreri?
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1.5 HIPOTESIS
En la rizosfera de cacao existe diversidad de actinobacterias por las interacciones que alli
se dlevan a cabo entre plantas y actinomicetos, donde ambos microorganismos se
benefician.
Los actinemicetos rizosféricos poseen la capacidad de producir compuestos promotores
del crecimiento vegetal porque les permite sobrevivir y establecer relaciones simbioticas
con las plantas.
Las actinobacteriag=tizosféricas pueden producir compuestos microbianos que causen la
inhibicion de microorganismos fitopatdgenos como M. roreri.
Los extractos bioldgicos .de las actinobacterias poseen la capacidad de evitar la

proliferacion de las esporas.de”M. roreri.
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1.6 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto antagonico de actinomicetos contra M. roreri y su capacidad para
produccir pfomotores de crecimiento vegetal.
Objetivos espeeificos
1. Identifiar cepas de actinomicetos aislados de la rizosfera de 7. cacao.
2. Evaluar la capacidad de los actinomicetos aislados de rizosfera de 7. cacao para
producir promotozes de crecimiento vegetal.
3. Determinar la capacidad antagonica in vitro de los actinomicetos sobre el crecimiento
de M. roreri mediante<€onfrontacion dual.
4. Obtener extractos biologicos de actinomicetos para evaluar su efecto inhibitorio in vitro

en la germinacion de las.esporas de M. roreri.
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1.7 METODOLOGIA

Area )ﬁdio
Zona de C t}é

El ére&estudio se localizo en a la Division Académica Multidisciplinaria de Comalcalco
de la (DAMC) @\Universidad Judrez Autonoma de Tabasco (UJAT) ubicada (18°13'35.9"N
93°13'51.8"W)en S a.,;seccion, 86654 Comalcalco, Tabasco (Figura 1). La zona de estudio fue
seleccionada por con@’n una plantacion de cacao dentro de las instalaciones. Dichas
plantaciones tienen un ére@roximada de 3.58 hectareas. Se realiz6 una visita prospectiva para

conocer el area y el estado lantacion, y determinar los sitios de muestreo y el nimero de

muestras. (/

arbol de cacao dentro de las plantaciones



Trabaje“de campo
Seleccion de Arboles

La stleccion de los arboles de cacao se realizd con base en criterios de sanidad vegetal,
considerando individuos aparentemente sanos y con presencia de uno o mas frutos sin sintomas
visibles de enfermédad. Adicionalmente, se tomd en cuenta la informacidon proporcionada por los
responsables de la plantacion. En total, se seleccionaron cinco arboles, de los cuales se colectaron
muestras de rizosfera. Lasinformacion de cada arbol seleccionado se registr6d en una hoja de campo.
En la Tabla 1 se muestran Jos datos registrados por cada ejemplar seleccionado.

Tabla 1. Datos obtenidos durante el'muestreo.

Tabla de registro (Hoja de campo)

Fechade Horade

Arboles  Municipio Sitio Coordenadas Observacion Variedad
colecta colecta
Dos
N 18°13'43.6116" W 3 de mayo 08:52
1 Comalcalco DAMC mazorcas Trinitario
93°13'55.2" 2024 am
sanas
Una
N 18°18'42.9096" W 3 de mayo 09:32
2 Comalcalco DAMC mazorca Trinitario
93°13'52.1472" 2024 am
sana
Una
N 18°15'1.62"W. 3 de mayo 09:49
3 Comalcalco DAMC mazorca Trinitario
93°13'50.628" 2024 am
sana
Una
N 18°13'42.3336" W 3.de;mayo 10:12
4 Comalcalco DAMC mazorca Trinitario
93°13'53.6556" 2024 am
sana
Una
N 18°13'42.402" W 3 de mayo 10:31
5 Comalcalco DAMC mazorca Trinitario
93°13'51.3336" 2024 am

sana

Colecta de muestras

La colecta de muestras se realizo siguiendo la metodologia propuesta por Trinidad-Cruz et
al. (2017). En cada arbol se tomaron cuatro submuestras de rizosfera, correspondientes a los puntos
cardinales, guiandose por las raices principales (Figura 2). Para cada submuestra se introdujo.una
pala a una profundidad aproximada de 20 cm, removiendo el suelo hasta localizar rafces

secundarias con diametros de entre 1 y 5 mm. En cada submuestra se cortaron 7.5 cm de raices
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secundarias, obteniendo un total de 30 cm de raices por arbol. Las submuestras de cada individuo

se integraron para conformar una muestra compuesta.

—_—

S

Figura 2. Ejemplos de los puntos de muestreo.

Almacenamiento y transporte de las ratees

Las muestras compuestas de raices se.€olocaron en bolsas estériles y se transportaron en
una nevera en condiciones de refrigeracion, “al_laboratorio’ de microbiologia de la DACBiol,
Universidad Juarez Autonoma de Tabasco (17°5923"N 92258'23"W). El procesamiento de las
muestras se realiz6 en un periodo no mayor a 72 h posteriores a st colecta.
Trabajo de laboratorio
Procesamiento de la rizosfera
Las raices colectadas se sacudieron para eliminar el suelo superficial. Postefiormente, se cepillaron
cuidadosamente para desprender la rizosfera adherida, obteniendo un total de 10.g de rizosfera de
cacao por muestra compuesta.
Aislamiento de actinomicetos

El aislamiento de actinomicetos se realizd mediante el método de cuenta_wiable por
extension en superficie, de acuerdo con Nabila & Kannabiran (2018). Diez gramos de rizosfera se
suspendieron en 90 mL de peptona alcalina, obteniendo una dilucion inicial 107" (Figura™3). La
suspension se homogeniz6 en un agitador orbital a 150 rpm de 10 a 15 minutos a temperatura

ambiente.
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En la Tabla 2 se muestra la composicién quimica de los medios de cultivo, que se utilizaron

para el aiSlamiento de los actinomicetos.

Rizosfera

RS, - /0
W [ =0

90 ml de peptona alcalina Matraz en Agitacion

Figura 3. Preparacion de las muestras'pard el aislamiento de actinomicetos a partir de la rizosfera de cacao.

A partir de la dilucion 10 se realizaton diluciones seriadas hasta 10. Se sembraron con
asa de Drigalsky 100 uL de las diluciones 0™, 10 y 10 en las cajas Petri que con los medios
Agar Czapek-Dox [CZP], Agar Extracto de Ee€vadura-Extracto de Malta [ISP2], Agar Avena
[ISP3], y Agar Papa Dextrosa [PDA] (Tabla2). Cada dilucion se sembrd por triplicado (Figura 4)

y las cajas se incubaron a 28 °C durante un-periodo de’5 a 15 dias.

M 1072

107!

]]Il]] E O O O
Mm 107
O O
90 ml de peptona alcalina ﬁ 107

Figura 4. Diluciones seriadas e inoculacion en cajas de Petri.
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Tabla 2+ Composicion de los medios de cultivo empleados para el aislamiento y purificacion de los

actinomieetos.
Formula en gramos por litro de agua destilada
PDA ISP 2 CZp ISP 3 (Agar Avena)
Extracto de (NaNO:s) Nitrato Sodico
Agar15g Avena20 g
Eevadurad g 2¢g
Extracto de Malta  (KCL) Cloruro Potasico
Dextrosa 20 g Agar 18 ¢
10/g 05¢g
Infusion de (MgSOg) Sulfato
Dextrosa 4g (Solucion Traza)
Papad g magnésico 0.5 g
(FeSOy4) Sulfato Ferroso (FeSO4 x 7H,0) Sulfato Ferroso
Agar20 g
0.01g Heptahidratado 0.1 g
(MnClz X 4H20)
(K2HPO,) Fosfato

dipotasico 1 g

Sacarosa 30 g

Agar 12 g

Tetrahidrato de Cloruro de Magnesio 0.1
g
(ZnS04 x 7TH20)
Sulfato de Zinc heptahidratado 0.1 g

Purificacion de las cepas y Caracterizacionanorfologica

Transcurrido el tiempo de incubacion, se'seleccionaron las cepas morfologicamente tipicas

a los actinomicetos (colonias secas, con aspecto algodoneSos rugosas y polvorientas) y se

transfirieron mediante la técnica de estria cruzada (Figura 5), al AgarISP2, hasta obtener las cepas

puras. Estas cepas fueron incubadas a 28 °C de 7 a 14 dias.
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Estriado para purificar y
obtener cepas puras

Medio de Cultivo

e

Cepas puras

Figura 5. Purificacion de las cepas después delproceso de aislamiento.

La identificacion a nivel de géneto'se llevod a cabo segin las metodologias mencionadas
por Pérez-Corral et al. (2017) y Bergey & Holt (1993). Para la caracterizacion macroscopica de
los actinomicetos se utilizé el medio. ISP-2. El tiempo de incubacion y temperatura son los
sefialados en parrafos anteriores. Los criterios morfolégicos en este medio fueron; textura, forma,
elevacion, tamafio, margen, color, color dél"micelio aéreo-y del sustrato y pigmento difusible.
Ademas, durante 7 y 14 dias se evaludé mediant€ observacién-el crecimiento del micelio y las hifas
con el estereoscopio ZEISS Stemi DV4 fabricado en Alemania.

Consecutivamente, se realizaron microcultivos, para obSeryar estructuras que respaldaron
la identificacion. Los cuales consistieron en colocar en una caja Pefri agua destilada y una base de
soporte (triangulo de vidrio). En esta base se colocd un portaobjetosy un cubo de 1.5 a 2.0 cm de
ISP-2. Sobre este se transfiere por picadura un fragmento de la colonia:Finalmente, se colocd un
cubreobjeto sobre el bloque de agar inoculado y se incubd durante 7 a 14 dias a 28 °C. La
observacion de las caracteristicas morfologicas de su estructura micelial se fealizd mediante la
observacion directa del bloque de agar con crecimiento del actinomiceto y€lhontaje del
cubreobjeto en un portaobejo.

Conservacion de cepas
Con el objeto de mantener viables y durante largos periodos las cepas de actinomicetos, se

utilizo la técnica planteada por Evangelista-Martinez ef al. (2017). Las esporas y el micelio de-las

34



cepas aisladas se conservaron en glicerol al 20 % (v/v) a -20 °C. Ademas, se prepararon inoculos
generales’(1:G.) de esporas y micelio con glicerol al 20 % para obtener una suspension de esporas.
Deteccion de enzimas hidroliticas.

Los actinomicetos seleccionados se caracterizaron por la produccion de enzimas
hidroliticas. Para.ello, fueron resembrados en agar minimo mineral (M.M.; Tabla 3), con distintas
fuentes de carbono (avena, caseina, celulosa y quitina). A partir de la solucién de esporas de los
actinomicetos, se tomarefi'de 2 a 5 pL, los cuales fueron sembrados en tres puntos de la caja de
manera equidistante. Se ingeularon tres cepas diferentes en cada uno de los puntos. Se dejo actuar
durante 10 minutos para que_ /el liquido sembrado se absorbiera por el medio de cultivo.
Posteriormente, se incubaron las cepas a 28 °C durante 5-7 dias. Se tom6 como positiva aquella

cepa capaz de desarrollarse en el medio suplementado y como negativa aquella que no lo haga.

Tabla 3. Composicion de los medios de cultivoy/las distintas fuentes de carbono.

Agar Minimo Mineral Fuentes de Carbono
(MML) para el M.M.
L-aspargina”0.5 g Caseina
KoHPO4 0:5'g
Carboximetilcelulosa

MgSO4*7H,0 0.5 g

Avena
FeSO4*7H,0 0.01 g
Glucosa 10 g (Fuente de Almidon
Carbono)
Agar10 g

(NH4)2S04 5 g en lugar
de L-asparagina cuando
se cambien la fuente de

carbono

Fuente de carbono
sustituta a glucosa se

afiadaen 5 g/L
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Cepa de"M. roreri

S€ siguid lo sugerido por Castro (2016); se utilizd una cepa referencial del hongo
fitopatogend M. roreri proveniente del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP). El hongo fue resembrado en Agar V8§ clarificado para su reactivacion,
mantenimiento ysposterior aplicacion en el ensayo de antagonismo. El hongo fue incubado a 28 °C
durante 10 a 15 dias
Prueba in vitro de antagonismo de cepas de actinomicetos contra M. roreri

Las pruebas de antagonismo se efectuaron de acuerdo con Lino-Navarro ef al. (2020) con
modificaciones. En cajas Petri, con agar suplementado con V8 clarificado, se realizaron las pruebas
de antagonismo, la cual consisti¢ en’sembrar un disco de agar del hongo fitopatogeno a 1 mm del
extremo de la caja Petri (Figura 6),.después de 72 h de incubacion, se colocd un disco de agar del
actinomiceto en el extremo opuesto de lascaja. Este procedimiento se repitié por triplicado para
cada tratamiento. Ademas, se incluyd uha placa testigo que so6lo contenia a M. roreri. Cada

tratamiento se realizo por triplicado y se incubaron a 29 °C por 7 dias (Figura 7).

Actinomiceto

™ &

M. roreri

Figura 6. Prueba de antagonismo. El punto amarillo representa a M. roreri. El punto verde tepresenta a los

actinomicetos.

El porcentaje de inhibicion de M. roreri se calculod de la siguiente manera:

Pl = CC —CTx100/CC
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Donde €C es el crecimiento del control y CT es el crecimiento de cada tratamiento.

Actinomiceto Actinomiceto Actinomiceto Placa Control

)

Actinomiceto Actinomiceto Actinomiceto Placa Control

® ® ©

M. roreri M. roreri

Actinomiceto Actinomiceto Actinomiceto Placa Control

() ® () ® () ® ()

M. roreri M. roreri M. roreri

Figura 7. Disefio Experimental para la prueba de.antagonismo.eontra M. roreri.
Antagonismo frente a otros hongos fitopatogenos

Para esta siguiente fase se seleccionaron a las cepas que’legraron porcentajes de inhibicion
favorables frente a la monilia. Se repitieron los procedimientos plantéados en la etapa anterior. Los
hongos utilizados para esta fase fueron: F. oxysporum f sp gladioli,"E>oxysporum f sp lycopersici,
F. oxysporum, Colletotrichum siamense, Colletotrichum. musae, Lasiodiplodia theobromae, B.
cinerea 'y Aspergillus sp, quienes también afectan a cultivos agricolas de interés comercial a nivel
nacional. Las cepas de los hongos fitopatdgenos utilizados fueron cultivos monosporicos (Rios-
Muiiz & Evangelista-Martinez, 2022), proporcionadas por el Banco de Germoplasma de
Actinomicetos en la Subsede Sureste del Centro de Investigacion y Asistencia enh Tecnologia y
Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ).
Obtencion de metabolitos secundarios

Para la produccion de metabolitos secundarios se preparo caldo ISP-2. Se coloco 30 mL de

caldo en un matraz Erlenmeyer. Posteriormente, se cosecharon las esporas de las cepas

37



seleccionadas y fueron sembradas en el matraz con caldo ISP-2. El matraz se incub6 durante a 120
rpm duranite 14 dias a 28 °C. Posteriormente, el caldo fue transferido a tubos falcon de 15 mL. Los
cuales, se eéntrifugaron a 10, 000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se filtré a otro tubo
falcon empleanhde una membrana estéril de 0.22 um. Finalmente, almaceno en tubos Eppendorf

previamente esterilizados (Figura 8).

Extracto sin esporas

q)b Esporas de Aefino

Extracto Filtrado

Figura 8. Representacion del proceso mediante,el cual'se®obtienen los metabolitos de los actinomicetos.
Efecto del extracto bioldgico de los metabolitos secundarios en la germinacion de las
esporas de M. roreri.

Para comprobar el posible efecto de los €xtractos obténidos a partir de actinomicetos sobre
las esporas de monilia, se cosecharon y se filtraron las esporas‘del hongo. Para esto, se cultivo en
placas con V8 el hongo fitopatdégeno durante 15-20 dias a 28 °C. Cuando concluy6 el tiempo de
incubacion se procedi6 a transferir de 2-3 mL de agua destilada estéril a la placa. Con un asa de
Drigalsky estéril se desprendieron las esporas de la placa, con el{objetivo de obtener una
suspension de esporas. Posteriormente, esta suspension se depositd en un filtro estéril. Primero, se
afiadieron 2 mL de agua destilada estéril en el filtro, después, se afadieronles 3 mL de la
suspension de esporas, finalmente, se volvid a transferir 2 mL de agua destilada €steril en el filtro.
Con esto obtuvimos una suspension de esporas libre de micelio. La suspension se almacend en un

tubo de falcon estéril con capacidad nominal de 15 mL (Figura 9).
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Suspension de .
Esporas previo Suspension
a la filtracion filtrada

Asa de Drigalsky

Esporas de
M. roreri

Figura 9. Cosecha de esporas de M. roreri para.obtener una solucion de esporas libre de micelio.

En una microplaca estéril de 24 pocillos se procedio a testear distintas concentraciones de
los extractos contra las esporas de monilia. Las-egnicentraciones de los extractos fueron: 0 %, 3 %,
6 %, 12 %, 20 % y 25 %. Cada concefitraeién tuve 3 réplicas mas un control de contaminacion.
En cada uno de los pozos se inocularon 30-pL.de esporas, mas caldo ISP-2 y agua destilada estéril

(Figura 10).

Concentraciones de

Tratamientos 0% 304 6% 12% 20¢% 25% los Extractos

LN

00
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0 00%
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+HO 000

\ Controles de

Contaminacioén

Figura 10. Montaje de la microplaca para la evaluacion de la capacidad inhibitoria de los extractos.
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Cada pozo fue fotografiado usando el microscopio invertido eclipse Ti de Nikon
empleando.el objetivo 10X para obtener evidencia de un posible efecto del extracto sobre las
esporas desonilia y la férmula para calcular el porcentaje de inhibicion fue:

% germinaciéon = (a/a + b) x 100.

Donde: a=="niimero de conidios germinadas; y b= numero de conidios sin germinar.
Evaluacion de promeotores del crecimiento vegetal

La evaluacion ‘delas.cepas de actinomicetos aisladas como promotoras del crecimiento
vegetal se realizd con cuatto pruebas quimicas sugeridas por Lino-Navarro et al. (2020) con
modificaciones: produccion(de4cido indol acético, produccion de sideroforos, fijacion de
nitrogeno y solubilizacion de fosfato, En la Tabla 4 se encuentren los componentes de los medios
de cultivos que se emplearon en cada _prueba quimica. Para esto las cepas de actinomicetos se
sembraron en medio PDA, las cuales,®e.dncubaron durante 28 °C durante 7 dias. Posteriormente
se procedio a realizar las siguientes pruebas;

Fijacion de nitrogeno:

Los actinomicetos aislados seSembraroni\per medio de la técnica de agotamiento en agar
de Ashby. Se incubaron a 22 °C evaluand6 su crecimiento durante 15 dias. Aquellas cepas capaces
de crecer de manera pura y definida en elFmedio fueron consideradas como capaces de crecer en
medios libres de nitrogeno.

Produccion siderdforos:

En el medio CAS se adicionaran entre 2 'y 5 uL de la solucion de esporas de actinomicetos,
que seran sembradas en tres puntos de la caja de manera equidistante, dejando tiempo suficiente
para que el medio absorbiera la solucion inoculada. Se inocularon tres cepas diferentes en cada
uno de los puntos. La produccién de sideréforos se evalud por la formacion de halos en el medio.
Solubilizacion de fosfatos:

En el medio SRSM-1 se agrego6 de 2 a SuL de la solucion de esporas desactinomicetos, los
cuales seran sembrados en tres puntos de la caja de manera equidistante dando el‘tiempo suficiente
para que el medio absorbiera la solucion inoculada. Se inocularon tres cepas diferentes, de los
actinomicetos previamente purificados, en cada uno de los puntos. La solubilizacion de(fosfatos

se evalud por un cambio a color amarillo en el medio.
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Produccion de acido indol acético:

Las cepas“fueron cultivadas en tubos Falcon de 15 mL que contenian PDB suplementado con triptofano al

0.2 %. Fueren incubadas a 37 °C a 125 rpm durante 14 dias en una incubadora rotatoria. Después, las cepas

de actinomicetas-se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, se mezclaron 1 ml del

sobrenadante y 1 ml'del reactivo de Salkowski. Los tubos se incubaron a temperatura ambiente durante 20-

30 minutos. Se considero como resultado positivo el viraje a color rosa del medio.

Tabla 4. Componentes para’cada uno de los medios de cultivo empleados en las pruebas quimicas.

Formula‘en gramos por litro de agua destilada

Medio Ashby

Manitol 20 g

CaC,0.20 g

KH,P040.20 g

MgS040.20 g

K>S040.10 g

CaCOs5¢

Agar15¢g

MEDIO CAS

CAS0%605 g

Bromuro de Hexadéciltrimetilamonio

(C19H42BI'N) 010729 g

FeCl36H20 0.0027 g

NaHzPO4*2H20 0.2953 g

NaHPO4+1,H20 1.2135"g

NH,C10.1250 g

KH,PO, 0.0375 g

NaCl 0.0625 g

Agarl15g

MEDIO SRSM-1 CALDO PDA
(NH4)2 SO40.5 g Dextrosa 20 g
KCL02g Infusion de papa 4 g
REACTIVO
MgS040.3 g
SALKOWSKY
FeS0O,0.004 g FeCL; 12 g
NaCl0.2 g HxSO4 7.9 M

Glucosa 10 g

Extracto.de Tvevadura

05¢g

Purpura bromocresol

01g

Ca3(PO4)2 5 g

Agar15¢g

Analisis estadistico

Para realizar el contraste de la inhibicion producida por distintas cepas de actinomicetos

sobre M. roreri se verificaron los postulados de la estadistica paramétrica. La normalidad, se
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verificosempleando los coeficientes estandarizados de sesgo y curtosis (Demir, 2022) y la
homocedasticidad con la prueba de Levene. Se emple6 un ANOVA de un factor, seguido de una
prueba de Fisher (LSD). Los resultados de las pruebas estadisticas fueron expresados como de
medias (=DE);
Identificacion molecular de cepas de actinomicetos

La identificacion molecular de las cepas seleccionadas de actinomicetos, a partir de su
elevada capacidad antagénica in vitro frente M. roreri, se realizd con base en el andlisis de la
secuencia parcial del gen tRNA 16S.
Extraccion de ADN

El DNA gendémico empleade’como molde para reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
se obtuvo a partir de cultivos puros”de las cepas seleccionadas, de acuerdo con Evangelista-
Martinez (2014). La extraccion de ADN se realiz6 utilizando el reactivo DNAzol,
Amplificacion por PCR

La amplificacion del gen 16S rRNA'se tealizo con el par de primer de oligonucledtidosfD1
(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG’).y rDT(5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3") (Osborn et
al., 2002). La reaccion de PCR se realizé enun velumen final de 50 pl que contenian 0.4 pM de
cada primer, 0.2 mM de cada ANTP, 2 U de-7aqg DNA‘polymerase, 2 mM MgCl. y buffer de PCR
1X, 2 ng de DNA.

Las condiciones del PCR fueron: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 1
min, seguido de 40 ciclos desnaturalizacion 95 °C por 15 segundos, alineamiento entre 55 °Cy 65
°C durante 45 segundos, y una extension a 75 °C durante 120ssegundos. Las reacciones se
finalizaron con una extension. Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis con un
gel de agarosa al 1%, empleando el tampon TBE 1X como solucion de cefrida. La electroforesis
se realizd a 60 V durante una hora. Posteriormente, el gel fue tefiido con bremuro de etidio durante
20 minutos, y la visualizacion de las bandas se realizd6 mediante el sistemasde documentacion
GelDoc EZ (Bio-Rad). Los amplicones de los primers fD1/rD1 se purificaten.con el Kit
Purification PureLink PCR (Invitrogen®).
Secuenciacion del ADN

La secuenciacion se realiz6 en ambas cadenas en el Instituto Potosino de Investigacion

Cientifica y Tecnologica A.C. (IPICYT).
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Iras secuencias fueron editadas y ensambladas con el software Bioedit 7.7.1 (Hall, 1999).
El fragmento de 1443 pb fue analizado buscando homologos con el programa Basic Local
AlignmentsSearch Tool (BLAST) y las secuencias de DNA del gen rRNA 16S se recuperaron y
emplearon come-referencias para realizar un analisis filogenético en el servidor Phylogeny.fr

(http://www.phylegeny.fr/phylogeny.cgi). Las secuencias se alinearon utilizando el software

MUSCLE (v 3.5). Las secuencias se alinearon con MUSCLE (v 3.5) configurado para la més alta
precision. El arbol filogeniético se reconstruyd usando el método de NJ y el modelo de sustitucion
utilizado fue el de Kimura de, 2 parametros con un Bootstrap de 1000 réplicas. El arbol filogenético
se visualiz6 con TreeDyn (v{198:3). La secuencia parcial del gen rRNA 16S de Streptomyces sp
UJAT54 se deposito en el GenBank-Con nimero de accesion PX497579.
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2.1. RESUMEN

A nivel mundial el cacao (7. cacaa L)) es un cultivo de gran relevancia econémica y social
cuya produccion se ve amenazada por la moniliasis, que es una enfermedad provocada por el hongo
M. roreri, que causa la pudricion del frute de cacao. En el presente trabajo se evalu6 la actividad
antagoénica contra M. roreri de diversas )cepas de_bacterias Streptomyces aisladas del suelo
rizosférico de una plantacion de cacao. La‘actividad antagonista de las bacterias aisladas se evalu6
in vitro mediante ensayos de confrontacion dual;el porcentaje de inhibicion (PI) del crecimiento
del hongo se emple6 como criterio para la seleccion/de la mejoricepa. Posteriormente, con la cepa
seleccionada se obtuvo un extracto bioactivo (EB) que se empl€o para evaluar su efecto sobre la
germinacion de las esporas del hongo. Se aislaron 12 cepas cefi caracteristicas morfologicas
similares al género Streptomyces, de las cuales se seleccion6 la cepa UJAT54 que obtuvo el mayor
porcentaje de inhibicion (PI) del crecimiento de M roreri (50 %). Ademésyda cepa UJATS54 mostro
antagonismo contra otros hongos fitopatdogenos como Aspergillus sp, F. oxysporum, L.
theobromae, B. cinerea, y especies de Colletotrichum. En relacion con el EB54, se obtuvo una
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 50ug/ml. El andlisis molecular del gen'tibosomal 16S
confirmé que la cepa UJAT-54 pertenece al género Streptomyces. Los resultados -obtenidos
muestran el potencial de Streptomyces sp y sus metabolitos para ser empleados para el céntrol de

la moniliasis en cultivos de cacao.

Palabras clave: actividad antifungica, actinobacterias, control biologico, confrontacion dual
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2.2 SUMMARY

Worldwide, cocoa (Theobroma cacao L.) is a crop of great economic and social relevance
whose productien is threatened by moniliasis, a disease caused by the fungus Moniliophthora
roreri, which induceés,cocoa fruit rot. In the present work, the antagonistic activity against M. roreri
of various Streptomyces strains isolated from the rhizosphere soil of a cocoa plantation was
evaluated using dual-Confrontation assays; the percentage inhibition (PI) of fungal growth was
used as a criterion for selecting the best strain. Subsequently, a bioactive extract (BE) was obtained
from the selected strain and uSed.to evaluate its effect on fungal spore germination. Twelve strains
with morphological characteristics similar to those of the genus Streptomyces were isolated; the
selected strain, UJAT54, showed the highest percentage inhibition (PI) of fungal growth (50%). In
addition, the Streptomyces isolate” WJAT54 exhibited additional antagonism against
phytopathogenic fungi, including Aspexgillus sp., F. oxysporum, Lasiodiplodia theobromae,
Botrytis cinerea, and Colletotrichum sp. Fot BE54, the minimum inhibitory concentration (MIC)
was 50 pg/ml. Molecular analysis of the 16S ribosomal gene confirmed that the UJAT-54 strain
belongs to the genus Streptomyces. Theéseresults demonstrated the potential of strain UJAT54 for
controlling moniliasis in cocoa crops.

Index words: antifungal activity, actinobacteriabiological control, dual confrontation

2.3 INTRODUCCION

El fruto de la planta de cacao (Theobroma cacao L.) es unpreducto muy importante para
la economia de los productores agricolas en diferentes paises de Asia, Africa y Latinoamérica
(Hipolito-Romero, Cocoletozi-Vazquez, Ramos-Prado, Torres-de la“Cruz, Ricafio-Rodriguez,
2020; Martin & Ramos, 2021). En México, el cacao es un recurso muy importante desde el punto
de vista econdémico y cultural, ya que constituye una fuente de ingresos para le§ productores y sus
familias. Sin embargo, las enfermedades causadas por hongos constituyen un serio’problema para
la produccidén; la moniliasis (Moniliopthora roreri) en una de las principales enfermedades que
afecta la mazorca del cacao en cualquier etapa de desarrollo, que causa necrosis en‘el(tgjido y
pudricion de las semillas, provocando pérdidas de hasta el 75 % de la produccion (Crisgstomo-

Panuera et al., 2024).
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Para reducir los efectos nocivos del hongo fitopatégeno en las plantaciones de cacao, se
han empl€ado el control cultural y el quimico, siendo este tltimo el mas utilizado (Anzules, Borjas,
Alvarado, €astro-Cepero, Julca-Otiniano, 2019). El control quimico basa su éxito en el uso de
diversos fungicidas como azoxystrobin, trifloxystrobin, tebuconazol o propiconazol, en ocasiones
complementados-con hidroxido de cobre (Torres-de-la-Cruz, Quevedo-Damian, Ortiz-Garcia,
Laguinez-Espinoza, Nieto-Angle, Cruz, 2019). También, se han usado Difenoconazole y Boscalid
(Figueroa-Saavedra, Barbaru-Grajales, Paguay-Soxo, Intriago-Reyna, Acosta-Pérez, 2023). Sin
embargo, el uso constante e indiscriminado de estos productos provoca, por una parte, problemas
ambientales, de salud para lo§ humanos y animales, y econémicos por los costos de inversion que
hacen los productores para adquirirlos (Rani, Kaur, Chhabra, Jain, 2024); por otra parte, provoca
la aparicion de cepa patogenas resisténtes a los fungicidas lo cual agrava ain mas el problema
sobre la productividad del cultivo (Islam_ et al., 2024).

Ante este contexto, es necesario implementar estrategias de control del hongo basadas en
productos menos toxicos e inocuos para el ambiente y el ser humano. Los microorganismos
antagonistas a los fitopatdgenos son/una excelente opcion para controlar las enfermedades y
mitigar sus efectos nocivos sobre la produceion de alimentos de origen agricola (Yao, Guo, Zhang,
Ruan, Chen, 2023). Estos agentes de contrgl-biologi€o pueden encontrarse en los suelos, en las
raices, en el interior de las plantas (end6fitos)s o, en la*zona rizoférica de las plantas, que es un
lugar donde existe una estrecha asociacion con microorganismos benéficos con los cuales las
plantas establecen complejas interacciones fisicas, quimicas y* bioldgicas (Lagos et al., 2015;
Chandrasekaran et al., 2022).

Entre los microorganismos benéficos que se pueden aislar deda rizosfera se encuentran las
actinobacterias, que se caracterizan por ser bacterias grampositivas, ‘ensSu mayoria mesofilas,
aerobias, quimiotrofas y saprofitas, y muchas de ellas producen metabolitos.s€écundarios bioactivos
(Muazi-Alenazi, Anwar, Abo-Aba, Bataweel, 2023). El género Streptomyces es“uno de los grupos
con mayor presencia, caracterizados por un crecimiento filamentoso con desarrollorde micelio
vegetativo, a partir del cual se diferencian el micelio aéreo y las esporas (Li, Chensdiang, Jiang,
2016). La asimilacion de los nutrientes disponibles en el ambiente es de utilidad para‘eleproceso
posterior de diferenciacion de parte del micelio vegetativo en micelio aéreo, el cual, a sulvez, se
especializa en la formacion de esporas (Pérez-Corral, Ornelas-Paz, Olivas-Orozco, Acosta-Muiiiz,

Salas-Marina, Berlanga-Reyes, Ruiz-Cisneros, Rios-Velasco, 2022; Ngamcharungchit,
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Chaimusik, Panbangred, Euanorasetr, Intra, 2023). Los miembros del género Streptomyces
tambiénson conocidos por su capacidad para producir y liberar una gran variedad de metabolitos
secundarios” ab medio ambiente, muchos de los cuales poseen propiedades antimicrobianas,
antiparasitaria$s=antivirales y antitumorales (Qi, Zou, Zhou, Chen, Gao, Feng, Zhang, Li, Xie,
Wang, 2019). Por.10.tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad antagonista de
bacterias de la especie Streptomyces aisladas de suelos rizosféricos de una plantacion de cacao
contra M. roreri. Ademas; se determind el efecto inhibitorio en la germinacion de los conidios del
hongo fitopatdgeno por unsextracto bioactivo de Streptomyces sp UJAT54
2.4# MATERIALES Y METODOS

Colecta del suelo rizosférico

El suelo rizosférico se colectdé en la plantacion de cacao de la Division Académica
Multidisciplinaria de Comalcalco (DAME) de la Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
(UJAT) ubicada en (18°13'35.9"N 93°13'51.8"W) Comalcalco, Tabasco. La toma de muestras se
realizé de acuerdo con Trinidad Craz/et al. (2017), almacenandola en bolsas estériles con cierre
hermético transportadas dentro de unanevera en condiciones de refrigeracion y procesadas en las

primeras 48 horas posteriores al muestreo:

Microorganismos empleados en el estudio

Las cepas de Streptomyces empleadas en el estudio se enetientran conservadas en el cepario
del Laboratorio de Microbiologia de la Division Académica de Ciencias Biologicas (DACBiol) de
la UJAT (17°59'23"N 92°58'23"W). La cepa comercial S. lydicusiWYECI108 se utilizé en los
experimentos de antagonismo como control positivo. La cepa fitopatdgena de M. roreri fue
proporcionada por del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
campus Huimanguillo (INIFAP) y se mantuvo en crecimiento en el Agar V8€larificado a 25°C
durante 20 dias. Los hongos fitopatdogenos utilizados para los experimentos.de’ antagonismo
adicionales fueron cultivos monospoéricos de F. oxysporum, F. oxysporum f. sp ‘béopersici, F.

oxysporum f. sp gladioli, B. cinerea, Aspergillus sp, L. theobromae, C. musae 'y C. siamense
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Aislamiénto y seleccion de los estreptomicetos

Elaislamiento de las bacterias con morfologia del tipo estreptomiceto se realizo empleando
los medios”de “cultivo Agar Czapek-Dox (CZP), Agar Papa Dextrosa (PDA), International
Streptomyces Project No.2 (ISP 2) y No. 3 (ISP 3) (Shirling & Gottlieb, 1966). Inicialmente, 10 g
de suelo se agregaron a un matraz Erlenmeyer con 90 mL de agua destilada estéril, el cual se
mantuvo en agitacion'a'150 rpm por 60 min. Posteriormente, se realizaron diluciones seriales de
10! a 10°%; de cada ufasse tomaron 0.1 mL y se distribuyeron de manera homogénea en placas
Petri con los medios de cultivoe por duplicado (Nabila & Kannabiran, 2018). Las placas de Petri se
mantuvieron a 28 °C durante(14 dfas, seleccionando las colonias con morfologia similar a la de las
bacterias estreptomicetos (Li ef af, 2016). Los aislados obtenidos se purificaron mediante

resiembras en medio agar ISP 2.

Actividad antagonica de los estreptomicetos

La busqueda inicial de estreptomicetos antagonistas sobre el crecimiento de M. roreri se
realizd mediante experimentos de confrontacion'dual en placas Petri con medio agar V8 clarificado
(Lino-Navarro, Morales-Tello, Castellanos=Sanchez, Acosta-Roman, Soberon-Lozano, 2020).
Para ello, se depositdé a 1 mm de distancia-del-borde dé la.placa Petri un disco de agar de 5 mm de
didmetro con micelio activo con el estreptomiceto,con 10-dias de crecimiento en medio ISP-2 a 29
°C, Después de 5 min, se deposito al extremo contrario de‘cada placa Petri un disco de agar de 5
mm de diametro cubierto con micelio activo de M. roreri. Un diseo de agar cubierto con micelio
activo del hongo fitopatogeno depositado hacia el borde de la plaea Petri sin los estreptomicetos
se us6 como control del crecimiento. Se consideraron como antagonistas a aquellas cepas que
redujeron y detuvieron el crecimiento del hongo en la placa. El porcentajé de inhibicion (PI) se

determind con la formula:

PI = (CC — CT)/CC x 100

Donde CC es el crecimiento radial del hongo en la placa Petri del control §, €T es el
crecimiento radial del hongo en direccion a la colonia del estreptomiceto. El experimento s¢ realizo
por triplicado y la cepa con el mayor PI fue seleccionada para estudios posteriores. Un estudio

subsecuente para evaluar el Porcentaje de inhibicion (PI) de la cepa seleccionada sobre otros
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hongosfitopatogenos se realizd tal como se describidé previamente. Los hongos fitopatdgenos
empleados_fueron: F. oxysporum f sp gladioli., F. oxysporum f sp lycopersici, F. oxysporum, C.
siamense, €. _musae, L. theobromae, B. cinerea y Aspergillus sp. Todos los experimentos de

antagonismo se-realizaron por triplicado.

Produccion de metabolitos bioactivos por fermentacion sumergida

La produccion de metabolitos con actividad antifungica se obtuvo a partir de un cultivo de
50 mL de caldo ISP 2 dentro_de un matraz Erlen-Meyer de 250 mL con un resorte de acero
inoxidable al interior (Kieser,:Bibb, Buttner, Chater, Hopwood, 2000). El cultivo se inoculé con
una suspension de esporas para obtefier una DO4s inicial de 0.05 y se mantuvo a una agitacion de
150 rpm a 29 °C durante 14 dias. Postériormente, el cultivo se centrifugé a 6000 rpm durante 10
min para separar el sobrenadante de<a biomasa celular. El sobrenadante del cultivo, ahora
denominado extracto bioactivo (EB54), se filtr6 con membranas estériles de 0.22 micras y fue
conservado en alicuotas a —20 °C hastassu uso.
Efecto de los metabolitos sobre la germinacion de las esporas de M. roreri

La suspension de conidios de M. ‘woreri se-prepard a partir de un cultivo de 19 dias de
crecimiento en medio PDA, y se ajustd @ una cong€ntracion de aproximadamente 1 x 10°
células/mL (Oliveira, Pauli, Mascarin, Delalibera, 2015)#El efecto inhibitorio del EB54 sobre la
germinacion de los conidios se evalud en microplacas de{24) pozos estériles. El experimento
consistié en mezclar el EB54 en caldo de papa dextrosa (1X PDB)-a las concentraciones de 3 %,
6 %, 12 %, 20 % y 25 %, y enseguida se agregd la suspension de esporas para tener en cada pozo
aproximadamente 5000 conidios, ajustando el volumen final a 500 UL cen agua destilada. Como
control de inhibicion, se empled anfotericina B (Sigma-Aldrich, 250" wg/mL). Las placas se
mantuvieron a 29 °C por 24 horas y posterior a la incubacion, cada concentracién se observd con
el microscopio invertido Eclipse Ti (Nikon®) y de cada una se tomaron “fotografias en tres
diferentes campos para poder hacer el conteo de los conidios germinados y de los'lne“germinados.
Los conidios se consideraron germinados cuando el tubo de germinacion alcanzo el doble del
diametro del conidio. Se contaron 100 conidios elegidos al azar por triplicado, separando los
germinados de los no germinados para calcular el porcentaje de germinacion empleande la
siguiente formula:

Porcentaje Germinacion (PG %) = (a/a + b) x 100.
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Ponde: a = nimero de conidios germinados y b = nimero de conidios sin germinar.
Identifieacion molecular

La ddentidad de la cepa seleccionada se determiné a partir del andlisis de la secuencia
parcial del ged-#sRNA 16S. El DNA gendmico empleado como templado para el PCR punto final
se prepard de acuérdo con el procedimiento descrito por Evangelista-Martinez (2014). Para la
amplificacion del gen se utiliz6 la enzima Platinum Taq DNA polymerasa (Invitrogen®) y los
oligonucledtidos cebadores fD1 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y D1 (5°-
AAGGAGGTGATCCAGEE-3’) (Osborn, Moore, Timmis, 2002). La reaccion de PCR se efectu6d
en un volumen final de 50 pL que’contenia buffer de PCR 1X, 2 mM de MgCl, 0.2 mM de cada
dNTP, 2 ng de DNA, 0.4 uM de gada oligonucledtido y 2 unidades de Taq DNA polymerase.

Las condiciones del PCR fueron: paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C/5 min seguido
de 35 ciclos de amplificacion a 94 °G/Laminuto, 55 °C/45 segundos, y 72 °C/ 1.5 minutos. EL
fragmento amplificado se purifico con el'kit de purificacion PureLink PCR (Invitrogen®). La
secuenciacion se realizd en ambas cadenas en ¢l Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y
Tecnologica A.C. (IPICYT).

Las secuencias fueron editadas ytensambladas manualmente usando el software Bioedit
7.7.1 (Hall, 1999). El fragmento de 1443 pbfue analizado buscando homoélogos con el programa
BLASTN vy las secuencias de DNA del gen"rRNA 165t se recuperaron y emplearon como
referencias para realizar un andlisis filogenético »~en el servidor Phylogeny.fr

(http://www.phylogeny.fr/phylogeny.cgi). Las secuencias se alinearon con MUSCLE (v 3.5)

configurado para la mas alta precision. El arbol filogenético se reconstruyo usando el método de
NJy el modelo de sustitucion fue el de Kimura de 2 parametros, con un Bootstrap de 1000 réplicas.
El arbol filogenético se visualizé con TreeDyn (v 198.3). La secuencia'parcial del gen rRNA 16S
de Streptomyces sp. UJAT-54 se depositd en GenBank con el nimero de aecéso PX497579.
Analisis Estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se analizaron por medie de un analisis
de varianza (ANDEVA) de una via con una P=0.05. Para identificar los grupos cen’diferencias

significativas, se aplico una prueba de LSD de Fisher.
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad antagonica preliminar contra M. roreri.

Se aislaten un total de 12 cepas de las muestras de suelo, las cuales mostraron
caracteristicas morfoldgicas asociadas a las bacterias estreptomicetos, como son desarrollar
colonias con micelig wegetativo y aéreo, con apariencia aspera, rugosa, algunas de ellas
algodonosas, y otras que~se fragmentan a manera de polvo, presencia de una masa de esporas
(Uzcategui-Negron, Serrand,) Boiron, Rodriguez-Nava, Couble, Moniée, Sanchez, Sandoval,
Reviakina, Mercedes, Mefidoza, 2009; Alejandre-Rosas, Vallejo-Rosas, Ochoa-Alvarez,
Alvarado-Mavil, Ledea-Rodriguez,2025). Las 12 cepas fueron evaluadas para identificar alguna
con actividad antagdnica frente al*hongo mediante confrontacion dual. Los resultados mostraron
valores de PI entre el 20 % y el 40 %-en las cepas, excepto la cepa UJAT-54, con un PI del 50 %
(Figura 12). El andlisis de varianza (ANDEYVA) mostro diferencias significativas entre las cepas
(P <0.05). Es importante sefalar que la cepa”UJAT54 fue la que provocd que el crecimiento del
micelio de M. roreri en direccidon ala’ cepa fuerd mas ralo y escaso (Figura 13), con apariencia
menos esponjosa que con el resto de lasceepas desStreptomyces, lo cual sugiere la presencia de
diversas moléculas y posiblemente enzimas'extracelulares del tipo quitinasas que pueden actuar

en sinergia para inhibir el crecimiento de losthongos (Prapagdee et al., 2008).
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Figura 11. Actividad antagonista de diferentes.cepas de estreptomicetos contra M. roreri. Las medias con
letras diferentes difieren estadisticamente (P <'0.05). Las lineas de error representan el valor + la desviacion
estandar.

Figure 11. Antagonistic activity produced by streptomycetes against M. roreri. Means with

different letter are significantly different(P < 0.05).7Error lines represent + standard deviation.

El control biolégico de las enfermedadés én los cultivios vegetales provocadas por hongos
es una alternativa que va cobrando mayor impulso frente al uso de fungicidas quimicos. En el caso
de las enfermedades provocadas por microorganismos que aféctan el cultivo del cacao, se han
evaluado microorganismos antagonistas del crecimiento de los fitepatégenos, entre ellos bacterias
y hongos. Del grupo de las bacterias destacan diversas actinobacterias endofitas aisladas de
semillas y mazorcas de cacao como agentes de bioncontrol de fitopatdégenos, en particular
antagonizando el crecimiento de P. megakarya causante de la “mazorca negra del.cacao” (Mouafo-
Tchinda, Boudjeko, Simao-Beaunoir, Lerat, Tsala, Monga, Beaulieu, 2016). Destaca en otro
estudio el aislamiento de una nueva especie de bacteria, llamada S. cameroomensis capaz de
controlar a P. megakarya mediante la sintesis y produccion de gendalmicina (Boudjékoy Tchinda,
Zitouni, Tchatchou, Lerat, Beaulieu, 2017). En cuanto a la inhibicidon de M. roreri, se observo que
algunas especies del hongo benéfico Trichoderma alcanzaron, in vitro, un PI del 42 % y hasta del
55 % (Reyes-Figueroa, Ortiz-Garcia, Torres-de la Cruz, Langunes-Espinoza, Valdovinos-Pornce,

2016; Garcés-Moncayo, Romero, Pérez-Martinez, Noceda, Galarza, del Castillo, 2025). En
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compara€ion con los estudios mencionados, la cepa de Streptomyces sp UJAT54, resultéd ser la
mejor delos aislados para inhibir el crecimiento de M. roreri.

UJAT-24 UJAT-50

Control

Figura 12. Seleccion de estreptomicetos con actividad antagonista contra M. roreri por confrontacion dual.
Figure 12. Screening for streptomycetes with antagomistic activity against M. roreri by dual
confrontation.

Una segunda serie de experimentos de antagonismo'seealizé con la cepa UAJTS54, ahora evaluando su
capacidad de inhibir el crecimiento de otros hongos y, con ello, valorar su'potencial de amplio espectro para
controlar fitopatdgenos. La confrontacion dual entre los microorganismos~mostrd que la cepa UJAT54
antagonizo el crecimiento de los hongos evaluados, con un mayor porcentaje de inhibicion contra Aspergillus
sp (39 %), seguida de F. oxysporum f sp lycopersici con 37% y L. theobromae-eonun 34 % (Tabla 5). Con
estos resultados se confirma que la cepa UJAT54 tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de diversos
hongos y el potencial para usarse como agente de control bioldgico.

Tabla 5. Actividad antagonista de Streptomyces sp UIATS54 contra diversos hongos fitopatdgenos.

Table 5. Antagonistic activity of Streptomyces sp UIAT54 against diverse fungal phytopathogens

Porcentaje de

Hongo Inhibicion
% (+ DE)
L. theobromae 34 +5.13 bed
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B. cinerea 25+ 7.50 2be

FE oxysporum f sp lycopersici 37+2.51
C. musae 23+7.28%®
FE oxysporum 15+3.46%
Aspergillus sp 39+£1.524
C. siamense 21+1.52%
Foxysporum f sp gladioli 12+£3.51°%

Las medias®(s DE) con letras distintas difieren estadisticamente (P < 0.05).

Means (+ SD) with different letter are significantly different (P < 0.05).

La capacidad que tienen¢las_bacterias Streptomyces de antagonizar diversos hongos
fitopatogenos ha sido muy documientada; Streptomyces sp CACIS-1,16CA antagoniz6 el
crecimiento de hongos fitopatogenos de les géneros Colletotrichum, Fusarium, Lasiodiplodia,
Curvularia, Corynespora, Helmintosporium, Aspergillus, Phytophthora, Rhizoctonia, entre otros
hongos, en rangos de entre el 43.% - 96 %.(Evangelista-Martinez, 2014; Vargas-Gomez,
Evangelista-Martinez, Gastélum-Martinez, Uc-Varguez, Quifiones-Aguilar, Rincén-Enriquez,
2025). Streptomyces sp YYS-7, un aislade que mejora lalresistencia de la planta de platano contra
FE oxysporum f. sp cubense Tropical Races 4, también antagonizd otros hongos como
Colletotrichum fallax, C. musae, Colletotrichwmsfragariae; C. gloeosporioides, Colletotrichum
acutatum, F. oxysporum cucumerinum 'y F. graminearum, en tangos de entre el 50 %y 74 % (Wei,
Zhao, Zhou, Qi, Tang, Chen, Jing, Zang, Xie, Wang, 2020). Streptomyces graminearus STR-1,
antagonizé el crecimiento de Magnaporthe oryzae, R. solani, Fusarium
graminearum, Ustilaginoidea virens, y Bipolaris maydis (Shen et al., 2024),

Actividad antifungica de los metabolitos bioactivos producidos por Streptomyces sp UJAT54
sobre la germinacion de las esporas de M. roreri

El efecto de los metabolitos producidos por la cepa UJAT54 sobre la geriinacion de los
conidios de M. roreri se determind mediante la exposicion a diferentes concentraciongs de EB54,
24 horas después de la exposicion (Figura 14). Los resultados muestran que la concenttacion mas
baja de EB54 (12 pg/ml) redujo el PG al 35 % en comparacion con el 84 % del tratamiente centrol;
concentraciones mayores a 50 pg/ml disminuyeron el PG por debajo del 16 %. Las difereficias

significativas se observaron en todos los tratamientos respecto al control (P < 0.05).
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Figura 13. Efecto del EB54 sobre la“getminaciondc los conidios de M. roreri. Las medias con letras
diferentes difieren estadisticamente (P < 0.05))«Las lineasde error representan el valor = la desviacion estandar.
Figure 13. Effect of BE54 on conidial germination of M. roreri. Means with different letter are

significantly different (P < 0.05). Error lines tepresent #-standard deviation.

La geometria de los conidios de M. roreri varia de tna“forma esférica o globosa (—),
ovalada o subgloboso (—), de paredes celulares gruesas (hasta 2'um), que ocasionalmente pueden
tener forma elipsoide (—) (Figura 14; Bailey, Evans, Phillips-Mora;,Ali, Meinhardt, 2018). A las
24 horas de incubacion en ausencia del EB54, se observa un micelio €n dé€sarrollo y con casi la
totalidad de los conidios germinados (Figura 14a). Se observa el efectosde inhibicion en la
germinacion al afiadir el EB54 (50 pg/mL), aunque en algunos conidios se obsepvan inicios tardios
en la emergencia del tubo germinativo localizado en el extremo distal del ¢onidie (—), que
corresponde al 16 % de los conidios germinados (Figura 14b). El potencial de las\bacterias para
inhibir la germinacion de las esporas de M. roreri ha sido evaluado en otras investigaciones; por
ejemplo, una especie endofita del género Bacillus produjo metabolitos secundarios )que
disminuyeron la germinacion de los conidios hasta en un 60 % (Loor, Cabrera, Coello, Mora,

Aragdn, Villegas, 2021). En otro estudio, los compuestos volatiles producidos por la bacteria
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endéﬁ@acilh{s pumilus, disminuyeron la germinacion de los conidios hasta un 82 % respecto al
tratami ontrol (De la Cruz-Lopez, Cruz-Lopez, Holguin-Meléndez, Guillén-Navarro, Huerta-
Palacios, 2 ).‘Por otro lado, a partir del 4cido nonanoico (pelargonico) que secreta en un cultivo

liquido el honéé‘richoderma harzianum se obtuvo un efecto inhibitorio en la germinacion de los

conidios de M. ri-de hasta un 75 % empleando concentraciones muy bajas del compuesto, del
orden de 0.09 uM (@a et al., 2022).

Figura 14. Efecto inhibitorio del EB54 de S yCes S T54 sobre la germinacion de los conidios de

M. roreri después de 24 horas. a) Control de la ge%i on.

50 pg/ml del EB. Conidios esféricos (—>), ovalados (=), elipso ), en germinacion (—).
Figure 14. Inhibitory effect of Streptomyces sp UIAT54 BE o ination of M. roreri conidia.

a) Control germination. b) Inhibitory effect of BE at 50 pug/ml. Sp @conidia (—), oval conidia

(—), elipse conidia (—>), germination conidia (—). Q
o
Identificacion molecular )

El anélisis de la secuencia parcial del gen rRNA 16S (1443 pb) de la ce@] T54 revelo
porcentaje de identidad hasta el 97.53 % con algunas especies de estreptomice espués del
analisis de la secuencia en Blast, por tanto, se confirma en conjunto con las ¢ isticas
morfoldgicas que la cepa es una especie perteneciente al género Streptomyces. El arbol fil ético

(Figura 15) basado en el método de Neighbor-Joining muestra que la cepa UJAT54 se ubica @n

clado junto con las especies S. luteolifulvus y S. cyaneus. Estas especies han mostrado teher
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actividad antimicrobiana contra microorganismos patdgenos de plantas; por ejemplo, S. lutosisoli
GB8 presento actividad antibacteriana con los patdgenos Bacillus licheniformis, B. subtilis, E. coli,
P aeruginesapy extractos bioactivos obtenidos a partir del crecimiento de la bacteria tuvieron
actividad antibaeteriana significativa contra las mismas bacterias (P < 0.05), ademas de presentar
actividad larvicida“centra mosquitos del género Anopheles (Liagat, Muhammad, Nubin, Arshad,
Iftikhar, Sajjad, Rashid, 2023). Por otra parte, S. cyaneus ZEA171, inhibid in vitro el crecimiento
del micelio del hongo fitepatogeno Sclerotinia sclerotiorum por mas del 75% (Chen et al., 2016).

Streptomyces es unggenero que agrupa bacterias que establecen relaciones estrechas con las
plantas favoreciendo su desarrollo a través de diversos mecanismos como la produccion de
fitohormonas tipo auxinas, mejorando la biodisponibilidad de los nutrientes en el suelo a través de
la solubilizacion de fosfatos, produeiendo diversos metabolitos bioactivos contra fitopatdgenos
(bacterias, hongos, nematodos, inseetos), asi como a través de la induccién de respuestas

inmunologicas en las plantas a la presencia de los microorganismos fitopatogenos (Balakrishnan

et al., 2021; Sousa & Olivares, 2016).

NR_136867.1¢Streptomyces_gyslabdanicus_strain_K04-0144

04 0.97 NR/112402.1_Streptoniyces_regensis_strain_NBRC_13448
b. NR_11249741_Streptomycés_rameus_strain_NBRC_3782
1 NR_112307.1_Streptomyces_galbus{ strain_NBRC_12864
NR_026178.1_Streptomyces._galbus_strainZ DSM_40089

1 NR_112299.1_Streptomyces_antibioticus_JCM: 4620 _strain_NBRC_12838
NR_043348.1_Streptomyces_antibiotigus_strainsCSSP528
NR_041086.1_Streptomyces_griseoruber_strain_NBRC_12873
NR_170501.1_Streptomyces_cyaneochromogengs=strain_MK45
NR_025867.2:Streptomyees_diastatochromogenes_strain_ATCC_12309
NR_041104.1_Streptomyces_lincolnensis._strain_NBRC_13054
NR_119101.1_Streptomyces_lincolnensis_strain_NRRL_2936
NR_104551.1_Streptomyces_caeruleatus_strain_GIMN4.002
NR_164888.1_Streptomyces_thermoalkaliphilus
NR_112345.1_Streptomyces_cavourensis_strain_NBRC_13026
NR_169450.1_Streptomyces_triticiradicis_strain_NEAU-H2
NR_164920.1_Streptomyces_lutosisoli_strain_NEAU-QTH3-11
Streptomyces_sp_UJATS4 <=
NR_180215.1_Streptomyces_luteolifulvus_strain_HIF<DPA4
NR_112525.1_Streptomyces_cyaneus_strain_NBRC_13346

0.007

Figura 15. Relaciones filogenéticas entre Streptomyces sp UJATS54 y otras especies de-Streptomyces. Los
numeros en los nodos representan porcentajes que indican los niveles de soporte del’bootstrap (n = 1000
remuestreos). La barra de escala representa 0,007 sustitucion de nucledtido por sitio.

Figure 15. Phylogenetic relationships among Streptomyces sp UJATS54 and other“Streptomyces
species. The numbers at the nodes represent percentage values that indicate bootstrap  support

levels (n = 1000 re-samplings). The scale bar represents 0.007 nucleotide substitutions pet.site.
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2.6 CONCLUSIONES

En‘elpresente estudio, Streptomyces sp UJAT-54 fue la cepa que mostrd la mayor actividad
antagonista frente a M. roreri. El efecto antagonista se corrobor6 mediante la inhibicion de la
germinacion de les,conidios por medio de los metabolitos secundarios contenidos en el extracto
bioactivo (EB54), Jes cuales podrian emplearse para controlar la proliferacion y dispersion de M.
roreri en cultivos deweacao. Futuros estudios deberan enfocarse en la caracterizacion quimica de
dichos metabolitos y enfla evaluacion de su eficacia en condiciones de campo.
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CAPITULO 3: RESULTADOS
31, RESULTADOS NO INCLUIDOS EN EL ARTICULO CIENTIFICO
Deteccion de enzimas hidroliticas
Las{l2-cepas de actinomicetos aisladas presentaron actividad hidrolitica sobre al
menos una deVlas fuentes carbono suplementadas al medio de cultivo (Figura 16),
evidenciando su eapacidad metabolica para la degradacion de compuestos complejos.
Almidon

=F ~_

AN

Caseina Celulosa

Figura 16. Hidrolisis de distintas fuentes de carbono por parte de las actinobactetias.

La hidrolisis de celulosa fue menos frecuente en comparacion con otras fuentes de
carbono; unicamente cinco cepas (UJAT-12, UJAT-17, UJAT-53, UJAT-54\y UJAT-57)
lograron crecer en este medio, lo que indica una capacidad diferencial para la produccipon
de celulasas. Los resultados de la hidrolisis de almidon, avena, celulosa y cas€ina se
encuentran resumidos en la Tabla 3.1

Tabla 6. Resultados de la hidrolisis generada por las actinobacterias en distintas fuentes de carbonof

Cepas Almidoén Avena Celulosa Caseina
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UAIT-9
UJAT-11
UJAT-12
WIAT-17
UJATI-18
UJAT-24
UJAT28
UJAT-50
UJAT-53
UJAT-54
UJAT-56
UJAT-57

R N S S
+ + 4+ + + + o+ + o+ o+ o+ o+
+ o+ + + + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+

Produccion de promotores del crecimiento vegetal
En relacion con la produccion’ de promotores del crecimiento vegetal, seis cepas
(UJAT-9, UJAT-11, UJAT-18, UJAT-24,\UJAT-50 y UJAT-53) fueron consideradas como

fijadoras de nitrogeno ya que logfaron crecereén el medio Ashby. (Figura 17), lo cual, indica

su capacidad para fijar nitrogeno atmesfético

Agar Ashby

Figura 17. Cepas fijadoras de nitrogeno en el medio Ashby.

Con respecto a la solubilizacion de fosfatos en el medio SRSM-1, solo las eepas
UJAT-9 y UJAT-24 lograron solubilizar fosfatos ya que existe un viraje a color amartillo
producido en la colonia y alrededor de ella (Figura 18), caracteristico de la solubilizacion'de

fosfatos insolubles.
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Agar SRSM-1

y

Figura 18. Solubilizacion de fosfates por parte de los actinomicetos en el medio SRSM-1.

Ninguna de las cepas de.actinomicetos evaluadas mostré produccion detectable de
sider6foros ni acido indol-3- acética bajo las condiciones experimentales de este estudio. El
resumen con los resultados de todas las pruebas se encuentra en la Tabla 7.

Tabla 7. Evaluacion de la produccion de promotores del crecimiento vegetal.

Production promotores,del crecimiento vegetal

Cepas Fosfatos Nitrogefio Sideroforos AIA
UJAT-9 + + - -
UJAT-11 - + - -
UJAT-12 - - - -
UJAT-17 - - - -
UJAT-18 - + - -
UJAT-24 + + - -
UJAT-28 - - - -
UJAT-50 - + - -
UJAT-53 - + - -
UJAT-54 - - - -
UJAT-56 - - - -
UJAT-57 - - - £

3.2 DISCUSION
Caracterizacion e identificacion de actinomicetos aislados de rizosfera de cacao
Se aislaron un total de 12 cepas provenientes de rizosfera de 7. cacao, las cuales

muestran caracteristicas morfologicas tipicas de actinomicetos, como soncolonias secas,
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aspect6 algodonoso, rugosas y polvoriento. Estas cepas fueron sometidas a tres procesos de
caractetizacion: presuntivo, molecular y fenotipico.

Lsa carcayerizacion presuntiva permitio clasificar en trese géneros principales: seis
pertenecian‘al=género Streptomyces sp identificadas por la presencia de cadenas largas de
conididsporas.diSpuestas en espiral; cinco cepas al género Nocardia sp, caracterizada por sus
hifas agrupadas en cadenas cortas y largas de conididsporas, y una correspondiente al género
Micromonospora sp, laeual presentd quistes con conididsporas en su interior. El resumen de
las caracteristicas mactQscOpicas se encuentra en la Tabla 8, mientras que las micrografias de
las hifas se incluyen en la §eccién “Anexos”.

Tabla 8. Resumen de las caracteristicas macroscopicas de las 12 actinobacterias.

Caracteristicas morfologicas de las actinobacterias

Cepa Género Pigmento Soluble Pigmento Inverso
UJAT-9 Streptomyces sp Rojo-Naranja Rojo-Naranja
UJAT-11 Streptomyces sp Blanco-Gris Amarillo ambar
UJAT-12 Nocardia sp Amarillo ambar Café

UJAT-17 Micromonospora.sp Blanco Rojo-Café
UJAT-18 Nocardia sp Gris Rojo-Café
UJAT-24 Streptomyces sp Azul-verde Amarillo ambar
UJAT-28 Nocardia sp Purpura Purpura
UJAT-50 Nocardia sp Purpura Purpura
UJAT-53 Streptomyces sp Blanco-Gris Amarillo ambar
UJAT-56 Streptomyces sp Rosa-Salmén Amarillo ambar
UJAT-54 Sreptomyces sp Marrén Marrén
UJAT-57 Nocardia sp Blanco Café-Amarillo

En la fase molecular, se seleccionaron a seis cepas con actividad-antagonista frente a
M. roreri in vitro. Las cepas fueron identificadas dentro del género Streptomyces sp, con
porcentajes de identidad superiores al 99 %, de acuerdo con las comparaciones réalizadas en
la base de datos GenBank (Tabla 9). Estos resultados respaldan la predominancia de
Streptomyces como un grupo clave de actinobacterias rizosféricas con poté€ncial

biocontrolador.
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Tabla9 Identificacion de las cepas secuenciadas mediante de datos del NCBIL

Tamafio Valor de Porcentaje

Cepa Identificacién de GenBank
pb cobertura  de identidad
UJAT-9 Streptomyces sp 1513 99% 99.81%
UJAT=24 Streptomyces sp 525 97% 99.81%
UJAT-50 Streptomyces sp 97 42% 100%
UJAT-54 Streptomyces sp 435 43% 100%
UJAT-56 Streptomyces sp 528 99% 100%
UJAT-57 Streptomyces sp 529 100% 99.43%

La presencia de los géneros Streptomyces, Nocardia y Micromonospora en la
rizosfera de cacao, puede explicarsea los roles que desempefian en el suelo y en las raices de
las plantas. Estas actinobacterias promueven el crecimiento vegetal a través de la facilitacion
de nutrientes esenciales como nitrégene~y fosfato, brindan defensa contra fitopatogenos y
segregan enzimas liticas que promueven-elireciclamiento de nutrientes en el suelo, dichas
funciones le permiten colonizar y’ predominar-en la rizosfera (Pérez-Corral et al., 2015;
Martins et al., 2020; Trinidad-Cruz ef' al.,.2021),

El género Streptomyces sp. destaca por su actividad actividad antifungica asociada a
la produccién de enzimas como quitinasas{(Mendoza-Herrera et al., 2020; Diaz-Diaz et al.,
2022; Rodriguez-Melquiades et al., 2025), las cuales, degradan la pared celular. Por su parte,
reportes de las especies de Nocardia sp indican que participan en la degradacion de lignina
para reciclar nutrientes en el suelo y suministra acido indol @ceético, fosfato solubilizado y
amonio que promueven el crecimiento de la planta (Nouioui et a/.32022; Shan et al., 2022;
El-Sayed et al., 2023; Nonthakaew et al., 2025). Mientras que Micromonospora sp se
caracteriza por su actividad antagonista, produccion de sideréforos para lacaptacion de hierro
en favor de la planta (Malisorn ef al., 2020; Carro et al., 2024; Nouioui et al.,-2025).

En el presente estudio, las 12 cepas de actinomicetos aisladas produjeron enzimas
liticas como amilasas, celulasas y caseinasas. Estas enzimas, en conjunto, juegan un papel
notable en la interaccion entre la rizosfera y los actinomicetos al permitirles la degradacion
de la pared celular de fitopatdgenos o plagas y, también, aumentan la biodisponibilidad en-¢l
suelo de nutrientes esenciales como nitrogeno, fosforo y azufre (Sreevidya et al., 2016; Zerin,
2020, Elshafie & Camele, 2022; Silva et al., 2022;). Asi, las amilasas pueden ser empleadas
para la produccion de biocombustibles (Souza & Oliveira Magalhaes, 2010; Farooq et al.,
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202 L)« la celulosa, puede aplicarse para sustituir los plasticos derivados del petroleo ya que
son polimeros biodegradables y no toxicos (Aziz et al., 2022; Choi et al., 2022) y las
caseinasas soh utilizadas en la industria alimentaria, especificamente, se aplican en productos
lacteos, ya que-hidrolizan la proteina de la leche para facilitar su asimilacion y la obtencion
nutrientes como: _calcio, fésforo y aminodcidos (Hussein et al., 2020; Padilla-Doval &
Zambrano-Arteagaj, 2021).

En estudios Similares, donde se aislaron actinobacterias endéfitas semillas y mazorcas
de cacao de, se reportan Jla produccion de enzimas liticas como: quitinasas, proteasas,
pectinasas y celulasas lag cuales jugaron un papel trascendental en el desarrollo de la
actividad antagdnica contra P megakarya (Mouafo-Tchinda et al., 2016; Boudjeko et al.,
2017). Las enzimas celulasas,. proteasas, caseinas, quitinasas y amilasas juega un rol
importante en las actividades que .desempefian los actinomicetos endofitos en las
plantaciones de cacao para evitar la proliferacion de microorganismos que signifiquen una
competencia en el medio o una amenaza‘para la planta, estos procesos son: degradacion de
la pared celular de fitopatdégenos, produeeidon de compuestos volatiles, exclusion de
fitopatogenos mediante competencia denutrientes (Sallam ez al., 2021; Oyedoh et al., 2023;
Kariyanna & Panda, 2025).

Produccion de promotores del crecimiento-vegetal

Seis de las 12 cepa de actinmoicetos aisladas#en~este estudio lograron producir
promotores del crecimiento vegetal in vitro, principalmente; por la fijacion de N, de las
cudles, dos cepas (UJAT-9 y UJAT-24) presentaron solubilizacién fosfatos. Estos
mecanismos son fundamentales para eldesarrollo vegetal, ya que N'es un elemento clave que
conforma proteinas, dcidos nucleicos, fosfolipidos, clorofila, hormonas,#itaminas y participa
en todos los estadios del desarrollo de las plantas (Wang et al., 2024). Para obtener N en
formas y cantidades asimilables, las plantas establecen relaciones simbidticas con
actinobacterias rizosféricas que convierten el N2 en amonio (NH3) (Kakoi et'al2014). Los
hallazgos encontrados son similares a los reportados por (Abdelgawad et al., 2020;Kaewkla
et al., 2021). quienes resaltan la presencia de actinobacterias rizosféricas fijadoraside-IN in
vitro que lograron producir cambios en los niveles de N tanto en el suelo, como en los tallos
y raices de la soja (Glycine max) y alubia (Pisum sativum L) lo cual demuestra la viabilidad

y el rol vital de las actinobacterias para la biodisponibilidad de N.
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Por otro lado, el fosfato es otro elemento esencial para el desarrollo de las plantas,
influye”en: formacion de moléculas tanto de ADN y ARN, mejora la formaciéon de flores,
produccién.de semillas y estimula el desarrollo radicular. Sin embargo, el P se encuentra en
cantidades limitadas o en fomras no asimilables como AIPO4 (Fosfato de aluminio) y FePO4
(Fosfato de hierro) (Chouyia ef al., 2022). Para que el P puede ser absorbido por las plantas,
este debe estar en forma de iones de Dihidrogenofosfato (H2PO4"). Durante ese proceso, las
actinobacterias rizostéricas se encargan de producir acidos organicos capaces de solubilizar
el fosfato para que estespueda fungir como macronutriente en las plantas (Boubekri et al.,
2021). Los resultados conCuetdan con lo reportado por Vargas Hoyos et al. (2021) y Babu
et al. (2025) quienes destacan la solubilizacion de fosfatos por parte de actinobacterias
rizosféricas.

La presencia de mecanismos promotores del crecimiento vegetal detectados in vitro
sugiere que las actinobacterias rizosféricas asociadas a las raices de Theobroma cacao
podrian constituir una alternativa sostenible’y ambientalmente amigable. Estos mecanismos,
como la fijacion presuntiva de nitrégeno y latsolubilizacion de fosfatos, podrian contribuir
indirectamente a mejorar la eficiencia®enla nutricion vegetal y a reducir la dependencia de
de fertilizantes sintéticos y agroquimiees,.tal com6 ha sido reportado en estudios previos

(Soumare et al., 2021; Shahrajabian & Sun, 2025).
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4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
41 CONCLUSION GENERAL

Estos resultados demuestran la diversidad microbiologica y metabdlica de las

actinobacterias presentes en la rizosfera de las plantaciones de cacao. La diversidad de
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actinebacterias presente en la rizosfera de los arboles de cacao estuvo representada por 12
cepas=agrupadas en tres géneros: Streptomyces, Nocardia y Micromonospora, géneros
reportades por su abundancia en suelos agricolas y su capacidad metabdlica.

Asimismo, se identificaron rasgos asociados a la promocion del crecimiento vegetal,
tales como la‘capacidad presuntiva de fijacion de nitrégeno y la solubilizacion de fosfatos,

En cuanto a la actividad antagonista, se identificé que Streptomyces sp. UJAT-54
inhibié en un 50 % elrerecimiento in vitro de M. roreri. Ademas, los extractos biologicos
obtenidos a partir de esta.Cepa mostraron un efecto inhibitorio sobre la germinacion total y
la germinacién tardia de das esporas del patdgeno, lo que sugiere una marcad actividad
antifiingica asociada a los metabelitos producidos.

4.2 RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos en la presente investigacion, se recomienda que
en estudios futuros considerar los sigui€ntes elementos:
1. Evaluar la obtencidon de extracto§ bioldgicos a partir de las cepas de actinomicetos
que mostraron capacidad presuntiva de fijaciénl de N y solubilizaron los fosfatos, con el fin
de evaluarlos en campo su potencial cemo prométores del crecimiento vegetal en cacao.
2. Realizar ensayos preliminares en-¢ondicion€s controladas y de campo para evaluar la
aplicacion del extracto biologico obtenido‘deda cepa Streptomyces sp UJAT-54 en frutos con
infecciones incipientes de moniliasis, a fin de/determinar’sissu efecto biologico corresponde
a una actividad fungistatica o fungicida.
3. Profundizar en el estudio de los mecanismos asociados a los promotores de
crecimiento vegetal y a la actividad antagonista de las cepas aisladas, incluyendo la posible
sintesis de enzimas liticas, las cuales podrian estar involucradas en la inhibicion del
crecimiento de M. roreri.
4. Impulsar el desarrollo y validacion de biofungicidas y biofertilizantes a‘partir de las
cepas de actinomicetos con mayor actividad biologica, con el proposito de disminuir la
dependencia de agroquimicos y fortalecer la sostenibilidad de los sistemas de preduccion de

cacao.
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5 ANEXOS

Anex ea de Estudio

‘érea de estudio se observd un dafio considerable en los cacaotales los cuales
contaban ¢ siguientes caracteristicas: mordedura de ardilla, necrosis en las mazorcas y
presencia de hogos blanco en la superficie de la mazorca (Figura 19). El estado en el que
encontramos la p 16n se debid a la ausencia de estrategias que permitan controlar plagas
y enfermedades. La @&ristica de los frutos infectados fue: crecimiento micelial de color

blanco en la superficie @ mazorca de cacao, lo que pudiera estar sugiriendo la presencia

de M. roreri. O

Figura 19. Frutos de cacao con dafio causados por plagas e infecciones por hogos.
Nota: a) Mazorcas danadas por mordedura de ardillas. b) Fruto de cacao con recubieé esporas
blancas y con sintomas de necrosis. ¢) Conjunto de frutos dafiados e infectados, se obse%utos
recubierto en su totalidad por esporas blancas y con evidente maduracion prematura. d) Ma@s
totalmente necrosadas y recubiertas de esporas blancas

.

Anexo. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las actinobacterias
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Con la finalidad de complementar la informacién presentada en los apartados
correspondientes a la descripcidon macroscopica y microscopica de las cepas, en esta seccion
se incluyens las microfotografias obtenidas durante las diferentes etapas del proceso de
caracterizagiom.

Como\primer paso, se confirmé que las cepas aisladas presentaran caracteristicas
morfoldgicas asogiadas_a los actinomicetos, de aceurdo a las claves descritas en la literatura.
La tabla con las Caracteristicas evaludas se ppresenta en la seccion de resultados. A
continuacion, se muesttan las caracteristicas macroscopicas observadas durante la

caracterizacion de las cepas aisladas (Figura 20).

Figura 20. Caracteristicas macroscopicas de las 12 cepas de actinomicetos aislados durante la

investigacion.
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A continuacion, se presentan las microfotografias obtenidas durante la caracterizacion
micrescopica, en la que se documentan las hifas y las estructuras morfoldgicas observadas
en cada una.de las cepas.

Las{cepas UJAT-9, UJAT-11, UJAT-24, UJAT-53, UJAT-54 y UJAT-56 fueron
identificadas ‘dentro del género Streptomyces por presentar cadenas largas de conidios

dispuestas en forma de espiral (Figura 21).

UJAT-53 UJAT-54 UJAT-56

Figura 21. Hifas en espiral en cepasde Streptomyces sp.
Las cepas UJAT-12, UJAT-18, UJAT-28, UJAT-50 y UJAT-57 fueron identificadas
dentro del género Nocardia por presentarcadenas cortas y largas de conidios, caracteristicas

morfologicas tipicas de este género (Figura 22).
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UJAT-12 UJAT.DS

RN

UJAT-50 UJAT.

Figura 22. Hifas en con cadenas cortas y largas de conidios encepas deNVocardia sp.
La cepa UJAT-17 fue la inica cepa asociada al género Micromionospora. Presento
conidiosporas individuales, asi como estructuras quisticas que conteniafi.conidios en su

interior, rasgos caracteristicos de este género (Figura 23).
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Figura 23. Estructuras quisticas con observadas en el microcultivo de la cepa

idios en‘syterior
UJAT-17. [QON Q
+. <
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Anexo 6« Principios bioéticos

Capitulo 2: Buenas practicas

Seccién 1. Proteccion a las personas

1.1 Lavinyestigacion cientifica que se realiza en la UJAT se fundamenta en el respeto
a la dignidad, libertad y diversidad humana, asi como en la garantia de bienestar y
confidencialidad de loS“datos personales y aquellos denominados ‘“datos sensibles” de los
sujetos de estudio. Para, gjercerlos correctamente, todas las autoridades universitarias,
personal académico, los alumnos y demds participantes deberan observar la normatividad
ética correspondiente a su dmbito de estudio, asi como todas aquellas normas juridicas
vinculadas, lo que aplica tambiénpara profesionales y estudiantes externos que se encuentren
realizando alguna actividad en la institucion.

Seccion 2. Proteccion al ambiente

2.1Durante el desarrollo de la investigacion deberd darse prioridad a la conservacion
del equilibrio ecoldgico, a la biodiyersidad y al cumplimiento de las disposiciones oficiales
internacionales y nacionales aplicables, yminimizando los riesgos colaterales derivados del
uso de compuestos quimicos, bioldgicosiy/o innovaciones biotecnoldgicas, a fin de reducir
en la medida de lo posible la ya marcada huella ecoldgica.del ser humano.

2.2 La investigacion cientifica deberd priorizat Ja~busqueda de soluciones a los
problemas ambientales donde se realizan los estudios; ‘tales como deforestacion,

contaminacion, sequia, inundaciones, epidemias, extincion de especies, entre otros.
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