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RESUMEN

La rofia comun de la papa, es una importante enfermedad de la papa causada por
un complejo de especies del género Streptomyces, cuyo representante mas antiguo
es Streptomyces scabies, distribuido mundialmente. Esta enfermedad se
caracteriza por lesiones necroticas, reticuladas, corchosas y profundas en la
superficie del tubérculo. La presencia de sintomas de rofia reduce la calidad
comercial de los tubérculos y sanitaria de la papa. En México, esta enfermedad se
ha asociado a Streptomyces acidiscabies para el norte de Sinaloa y Streptomyces
scabies en el Valle del Mayo en Sonora. Su manejo y control se ha basado en el
uso de fungicidas y antibiéticos. En este estudio, se utiliz6 caracterizacion
morfolégica, molecular y patogenicidad en bulbos de rabano y rodajas de papa para
identificar a las especies de Streptomyces responsables de causar la rofia comun
de la papa en Sonora y Sinaloa. Adicionalmente, se determiné el biocontrol in vitro
del hongo Trichoderma harzianum, en 15 aislados de Streptomyces colectados en
2019 en parcelas comerciales de papa distribuidos en Sinaloa y Sonora. La
caracterizacion morfologica y cultural indicé a 8 aislados como S. scabies y 7
aislados como S. acidiscabies. Todos los aislados fueron patogénicos en rabano y
papa y solo 14 mostraron sensibilidad al hongo T. harzianum en la prueba de

confrontacion dual in vitro.

Palabras clave: Solanum tuberosum, Rofia comun de la papa, Streptomyces,

Biocontrol, Trichoderma harzianum.



ABSTRACT

The common potato scab is an important potato disease caused by a complex of
species of the genus Streptomyces, the oldest representative of which is
Streptomyces scabies, distributed worldwide. This disease is characterized by deep,
corky, reticulated, necrotic lesions on the surface of the tuber. The presence of scab
symptoms reduces the commercial quality of the tubers and the health of the potato.
In Mexico, this disease has been associated with Streptomyces acidiscabies in
northern Sinaloa and Streptomyces scabies in Valle del Mayo in Sonora. Its
management and control has been based on the use of fungicides and antibiotics.
In this study, morphological, molecular and pathogenicity characterization was used
in radish bulbs and potato slices to identify the Streptomyces species responsible
for causing common potato scab in Sonora and Sinaloa. Additionally, the in vitro
biocontrol of the Trichoderma harzianum fungus was determined in 15 Streptomyces
isolates collected in 2019 in commercial potato plots distributed in Sinaloa and
Sonora. Morphological and cultural characterization indicated 8 isolates as S.
scabies and 7 isolates as S. acidiscabies. All the isolates were pathogenic in radish
and potato and only 14 showed sensitivity to the fungus T. harzianum in the in vitro

dual confrontation test.

Keywords: Solanum tuberosum, common potato scab, Streptomyces, Biocontrol,

Trichoderma harzianum.



l. INTRODUCCION

El cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) se originé en la cordillera de los Andes,
fue introducido en Europa a partir de la conquista de América, es una planta
perteneciente a la familia Solanaceae. A nivel mundial ocupa el cuarto lugar en
importancia como fuente de alimentacion humana, después del maiz, trigo y arroz
y el segundo lugar después de la soya (SIAP, 2019). Su cultivo se produce desde
el nivel del mar hasta méas de 2400 metros sobre el nivel del mar, se cultiva todo el
afio bajo condiciones de temporal y riego (FAO, 2008; FAO, 2018; Haro 2019).
Durante el periodo 2018-2019, México se coloco en el lugar numero 31 en la
produccion mundial de este importante tubérculo, siendo China el principal
productor. En México, la produccién de papa se distribuye en 23 estados, sin
embargo el 24.5% de la produccién se concentra en Sonora y en un 17% de la
produccion para Sinaloa. (SIAP, 2019; Haro, 2019). EI municipio de Ahome, Sinaloa
se ubica como el principal productor de papa a nivel estado con 174,515 (t), seguido
del municipio de Guasave, Sinaloa con 168,147 (t) (SIAP, 2018). La papa es uno de
los cultivos mas susceptibles a patégenos y enfermedades (Salazar, 1997). Su
productividad se ve obstaculizada por numerosas enfermedades causadas por
bacterias (Kirk, 2015). La rofia comun de la papa, causada por un complejo de
especies del género Streptomyces, es una enfermedad generalizada a nivel
mundial, resultando en importantes pérdidas econdmicas debido a lesiones que
afectan superficies de tubérculos, pudiendo llegar a afectar hasta en un 80% de la
produccion si se presenta antes de la floracién (Lambert & Loria, 19892). Infecta
ademas a cultivos de rabano (Raphanus sativus), remolacha (Beta vulgaris) y
zanahoria (Daucus carota) (Wharton, 2015) (Loria et al., 1997). Se han asociado a
un complejo de especies del género Streptomyces. En este sentido, se han
implicado a Streptomyces scabies (Lambert & Loria 1989a), Streptomyces
acidiscabies (Lambert & Loria, 1989b), Streptomyces turgidiscabies (Miyajima et al.,
1998), Streptomyces reticuliscabiei, Streptomyces europaeiscabiei y Streptomyces
stelliscabiei (Bouchek et al.,, 2000), entre otras, como agentes causales de la

enfermedad en papa. En los aflos 2011y 2012, se observaron tubérculos de papa
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cv. Fianna con sintomas severos de pudricion y rofia en campos agricolas del Valle
del Mayo, Sonora, México. Dicha enfermedad present6 una incidencia en la region
que fluctuo entre 30 a 40%, lo que ocasiond pérdidas en la calidad de los tubérculos
de papa cosechados durante ambos ciclos de produccion. Los sintomas se

asociaron a Streptomyces scabies (Leyva-Mir et al., 2014).

La infeccidn por rofia comun en lotes comerciales de papa se reportd por primera
vez en El Valle del Fuerte, Sinaloa, México, ubicado en al norte del estado de
Sinaloa. Se demostr6 la capacidad patogénica en hospederos reportados para
Streptomyces, papa, rabano, zanahoria y betabel. Se determind como agente
causal a Streptomyces acidiscabies, mediante caracterizacion morfolégica y

molecular (Santos-Cervantes et al., 2016).

Actualmente existen diferentes herramientas que permiten la identificacion vy
deteccidn de Streptomyces. La identificacion de estas bacterias sigue siendo dificil,
y aun hoy en dia su diagndéstico y clasificacion principalmente se basa en el estudio
de las caracteristicas morfologicas (macro Yy microscépicas), en las

quimiotaxondémicas, en las bioquimicas y moleculares (Hidrin et al., 2001).

El control de la rofia comiUn de la papa se ha basado en el uso de fungicidas,
bactericidas y antibidticos (Leyva-Mir et al., 2014; Santos-Cervantes et al., 2016)

Especies de Streptomyces patdégenas emergentes en cultivares de papa hacen de
su estudio una prioridad. Por esta razén los objetivos de este estudio fueron
caracterizar morfologica y molecularmente a especies de Streptomyces asociadas
a la rofia comun de la papa en el Sinaloa y Sonora, determinar la patogenicidad de
las especies en bulbos de rdbano y rodajas de papa y determinar efectividad
biologica de Trichoderma harzianum, en el control de Streptomyces spp., obtenidas

de tubérculos de papa.



Il OBJETIVOS

2.1. Objetivos Generales

Determinar la diversidad de especies de Streptomyces causantes de la
rofia comun de la papa, mediante caracterizacion fenotipica, pruebas de

patogenicidad y analisis de secuencias.

Determinar la efectividad biolégica de Trichoderma harzianum, en el

control de Streptomyces spp. obtenidas de tubérculos de papa.

2.2. Objetivos Especificos

Obtener aislados de Streptomyces spp. de tubérculos de papa

sintomaticos en Sinaloa y Sonora.

Identificar las especies de Streptomyces asociadas a tejidos de
tubérculos de papa con sintomas de rofia comun, mediante la

caracterizacion morfolégica, cultural y analisis de secuencias.

Determinar las especies de Streptomyces causantes de la rofia comun de
la papa, mediante pruebas de patogenicidad en bulbos de rabano y

rodajas de papa.

Determinar la efectividad biolégica de Trichoderma harzianum, en el

control de Streptomyces spp. obtenidas de tubérculos de papa.



1. REVISION DE LITERATURA

3.1. Origen y distribucion de la papa (Solanum tuberosum L.).

Las papas del grupo Andigena (andigenum) (Solanum tuberosum L.), constituyen
un grupo importante de cultivares nativos de la cordillera andina del Peru, donde se
concentran cerca de 4,000 variedades conocidas a nivel mundial. Lleg6é a Europa
en el siglo XVII por dos vias diferentes: una por Espafia en 1570 y en las islas
Britanicas en los afios 1588-1593, expandiéndose por todo el continente Europeo y
de ahi a Asia y Africa. Su desarrollo como cultivo comenzé en el siglo XVIII, a partir
de producciones marginales, adquiriendo importancia con los afios (Ochoa, 1999;
Rodriguez, 2010).

3.2. Generalidades del cultivo de papa

La papa es una planta anual, de tallo erecto, puede medir hasta un metro de altura,
sus hojas son compuestas, con siete foliolos de forma lanceolada; las flores tienen
forma de estrella, sus pétalos estan fusionados; el color de la flor puede ser blanco,
rosado o violeta, con el centro amarillo. Su fruto es una baya verde pequefia, que
tiene forma semejante a un tomate. La parte que se consume es el tubérculo, es el
engrosamiento subterraneo de los tallos, que sirven para almacenar sustancias de
reserva. El peridermo cubre a los tubérculos, aparece al romperse la epidermis que
va engrosandose con el tiempo, sobre su superficie existen “ojos”, hundimientos
para resguardar las yemas vegetativas, que dan origen a tallos dispuestos en forma
helicolidal, ademas presenta orificios que permiten la respiracién, llamados
lenticelas (Roman & Hurtado, 2002; Patil et al., 2016).



3.3. Clasificacion taxonédmica

Existe controversia sobre la conveniencia de clasificar la papa como varias
especies, bajo la clasificacion propuesta por Linneaus (1753) y adoptada por el
Cddigo Internacional de Nomenclatura Botanica (ICBN-International Code of
Botanical Nomenclature), o como Unica especie con diferentes grupos cultivados
ubicados dentro de S. tuberosum, utilizando la nomenclatura propuesta por el
Cadigo Internacional de Nomenclatura de Plantas Cultivadas (Icncp-International
Code of Nomenclature of Cultivated Plants) (Spooner & Hetterscheid,
2005).Actualmente, la papa cultivada es conocida colectivamente bajo el nombre de
S. tuberosum L. Posee un rico pool de genes, constituido por 190 especies
silvestres que forman tubérculos. Representa una reserva de germoplasma amplia
y Unica, parcialmente explorada y poco usada en el mejoramiento genético (Estrada,
2000; Spooner & Salas, 2006).

Segun el indice global de especies autorizado y mas completo actualmente

disponible Catalogue of life (2020) la clasificacién de la papa es:

Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: Solanum tuberosum L.

3.4. Importancia econdmica del cultivo de papa.

El cultivo de papa ocupa el cuarto lugar en el mundo después del maiz, trigo y arroz,
y el segundo lugar después de la soya, en la produccion de proteina (SIAP, 2019;
Haro, 2019). La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la

Agricultura (FAO) informa que el afio 2018, a nivel mundial se cosecharon 17.6



millones de hectareas, obteniéndose una produccion de 368 millones de toneladas
con un rendimiento promedio mundial de 20.9 toneladas por hectarea. China se
ubicé como el pais con mayor participacion mundial, ya que destind una superficie
del 30% del total para el cultivo de la papa, alcanzando una cosecha de 90 millones
de toneladas (t), seguido de la India con 48.5 millones (t), Ucrania, Rusia y Estados
Unidos con producciones de 22.5 (t), 22.4 (t) y 20.6 millones de toneladas
respectivamente, representando el 55.5% del total de la produccién mundial. En
México, la produccién de papa en el afio 2019, se estimo en: 1,802,592.00 toneladas
con una superficie cosechada de 58,442 hectareas, presentando un rendimiento
promedio de 30.5 toneladas por hectarea y un valor de produccion de 13, 987
millones de pesos. En México, la produccion de papa se distribuye en 23 estados,
se siembran alrededor de 68,000 hectareas, obteniendo 1.8 millones de toneladas,
lo que permite satisfacer las demandas de consumo internos. Sin embargo la mayor
produccién se concentra en los estados de Sonora y Sinaloa con un 24.5% y un
17% respectivamente. (FAO, 2018; SIAP, 2018; Haro, 2019). Ubicando al municipio
de Ahome, Sinaloa en primer lugar con 174,515 (t), seguido de Guasave, Sinaloa
con 168,147 (t) y Cajeme, Sonora con 103, 053 (t) (SIAP, 2018).

3.5. Enfermedades de la papa

La papa es uno de los cultivos mas susceptibles a patdgenos y enfermedades. Estas
Gltimas pueden ser causadas por hongos, nematodos, fitoplasmas, virus y bacterias,
nuevos agentes de enfermedades aparecen y la lucha contra ellos, se ha convertido

en un esfuerzo continuo (Torres, 2002; Centro Internacional de la Papa, 2015).

3.6. Enfermedades de la papa causadas por hongos y oomicetes

Las enfermedades causadas por hongos que se ha reportado que inducen dafos
importantes en el cultivo de papa son: tizén tardio (Phytophthora infestans) y la

pudricion rosada (Phytophthora eritrhoseptica), el tizon temprano (Alternaria



grandis, Alternaria protenta) (Garcia-Gastélum, 2015), sarna pulverulenta
(Spongospora subterranea) entre otras causantes de grandes pérdidas econdmicas
(Stevenson et al., 2001; Torres, 2002; Pérez & Forbes, 2011).

3.7. Enfermedades de la papa causada por virus

Las enfermedades causadas por virus constituyen uno de los principales factores
limitantes del cultivo de la papa en todo el mundo, teniendo que los virus mas
importantes a nivel mundial en orden descendente son; virus del enrollamiento de
la hoja (PLRV), virus Y de la papa (PVY), el virus X de la papa (PVX), virus S de la
papa (PVS) y virus M de la papa (PVM), causando estos reducciones significativas
en el rendimiento (Barrera, 1988; Stevenson et al., 2001; Wale, 2008).

3.8. Enfermedades de la papa causada por bacterias

La productividad de la papa se ve obstaculizada por numerosas enfermedades
causadas por bacterias (Kirk, 2015). Las enfermedades causadas por bacterias que
se han reportado que inducen dafios importantes en el cultivo de papa son:
marchitez bacteriana o podredumbre parda (Ralstonia solanacearum), pudricién
blanda o suave (Pectobacterium carotovorum, Dickeya spp), pudricibn anular
(Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus). Rofia comun de la papa, asociada

a especies de Streptomyces (Stevenson et al., 2001).

3.9. Importanciay distribucion de larofiacomun de la papa

La rofia comun de la papa, causada por Streptomyces spp., es una enfermedad que
afecta al cultivo de papa y otros cultivos de raices y tubérculos, incluyendo rabano,
zanahoria y remolacha entre otros (Goyer & Beaulieu, 1997; Loria et al., 1997). Sin
duda es la enfermedad de mayor importancia econémica dentro de las causadas

por especies del género Streptomyces. Son habitantes naturales del suelo, donde
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sobreviven como esporas en restos de cultivo, resistiendo a factores ambientales
adversos, estas esporas presentes en el suelo son la principal fuente de indculo de
la enfermedad (Agrios, 2005). El dafio aparente en tubérculos reduce la
comercializacion, el procesamiento de la papa y los tubérculos semilla de papa
debido a la naturaleza de la transmision de los patdgenos. La mayoria de las
variedades de papa cultivadas son susceptibles a la rofia comuan (Loria et al., 1997).

La cual se ha reportado en las Américas, India, Africa y Asia (Wanner, 2006).

3.10. Sintomas de larofiacomun de la papa

Los sintomas de la rofia comun de la papa son bastante variables y ocurren en la
superficie del tubérculo de la papa. La enfermedad forma varios tipos de lesiones
similares a corcho: lesiones superficiales, elevadas y profundas. Los sintomas
comunes incluyen lesiones redondeadas a estrelladas, con bordes agrietados o
rotos, 0 una serie de capas irregulares, pero concéntricas similares al suber
rodeando una depresidn central. A veces, las lesiones superficiales, son
simplemente manchas suberosas superficiales que recubren gran parte de la
superficie del tubérculo. Las lesiones profundas varian en profundidad, aunque en
promedio se extienden 1/8 de pulgada de profundidad, las lesiones pueden
permanecer aisladas. Se cree que el tipo de lesiones formadas en un tubérculo esta
determinado por una combinacién de resistencia del huésped, agresividad de la
cepa del patégeno, tiempo de infeccidon y condiciones ambientales (Doering et al.,
1992; Wharton, 2015; Acuia & Araya, 2017).

3.11. Agente causal de larofia comun de la papa

La rofia comun en la papa, es una enfermedad causada por un complejo de
especies de bacterias del suelo, del género Streptomyces (Wanner, 2009). La
patogenicidad en plantas en este género es rara, de mas de 900 especies descritas,

solo una docena poseen esta caracteristica (Bignell et al., 2010). En este sentido se
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han implicado a Streptomyces scabies (Lambert & Loria, 1989a), Streptomyces
acidiscabies (Lambert & Loria, 1989b), Streptomyces turgidiscabies (Miyajima et al.,
1998), Streptomyces reticuliscabiei, Streptomyces europaeiscabiei y Streptomyces
stelliscabiei (Bouchek-Mechiche et al., 2000), entre otras (Doering et al., 1992).

3.12. Caracteristicas generales del género Streptomyces

El género Streptomyces pertenece a la familia Streptomycetaceae y al orden
Actinomicetales, incluye bacterias Gram-positivas, filamentosas, aerobias,
saprofitas, habitantes naturales del suelo, de distribucién cosmopolita. La mayoria
produce esporas en los extremos de hifas aéreas. Forman colonias liquenoides,
butirosas, generalmente secas pero también son capaces de producir colonias
relativamente suaves e incluso cremosas. Pueden crecer en condiciones
ambientales en intervalos de pH de 5.0 a 11.5, y temperaturas de 25 a 35°C, la
mayoria son quimio-organotréficos con metabolismo oxidativo y son capaces de
utilizar una amplia gama de compuestos organicos, utilizando carbono como fuente
de energia y para su crecimiento. Al momento se han descrito mas de 900 especies
del género Streptomyces. (Dawn et al., 2010). Algunas especies son agentes
causantes de importantes enfermedades humanas y animales, patdogenos en
plantas y el resto estan involucradas en la descomposicion de la materia organica
(Goodfellow et al., 1984; Lambert & Loria, 1989; Bouchek-Mechiche et al., 2000;
Park et al., 2003; Quintana et al., 2007).

3.13. Clasificacion taxonémica de Streptomyces spp

Streptomyces es un género muy extenso de actinobacterias. Segun Schoch et al.,
2020 con datos publicados en el Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica
[NCBI], por sus siglas en inglés. Ubica taxonOmicamente al género Streptomyces

de la siguiente manera:
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Dominio: Bacteria

Filo: Actinobacteria

Orden: Streptomycetales
Familia: Streptomycetaceae

Género: Streptomyces

3.14. Ciclo de vida de Streptomyces spp

Es un microorganismo no muy comun, con crecimiento filamentoso, similar a los

hongos filamentosos. Sin embargo, sus filamentos son mucho menores que las hifas

de estos hongos. Sobreviven en el suelo y en tejido infectado en forma de esporas.

Se propaga a través del agua y el viento. Streptomyces infecta tejidos jovenes

(tubérculos en desarrollo) directamente, accede a la planta a través de heridas y

aberturas naturales, produce una toxina, una vez dentro del tubérculo crece entre

las células de la epidermis generando la formacién de multiples capas corchosas,

que se traduce en la aparicion de costras de las lesiones (Lehtonen et al., 2004;

Agrios, 2005).
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Figura 4. Ciclo de vida de Streptomyces spp., (Agrios, 2005).
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3.15. Condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad

Las condiciones Optimas para su desarrollo son temperaturas de 20 a 22° C,
produciéndose mas lentamente a temperaturas de 11, 13 y 30° C. Factores
ambientales como la humedad del suelo y el pH juegan un papel fundamental en la
variabilidad, incidencia y severidad de la rofia comun (Wanner, 2009). Dependiendo
del patdgeno que esté en juego, las condiciones favorables para el desarrollo de la
enfermedad varian. La rofia causada por S. scabies, se asocia con estaciones secas
y calientes. EI mantenimiento de humedad alta en los suelos durante las etapas
tempranas del crecimiento del tubérculo, es una estrategia muy usada para prevenir
esta enfermedad. La alcalinidad del suelo (pH superior a 7) se ha considerado
tradicionalmente a favor de la rofia, aunque la “rofa acida” ocurre a un pH 5 o
menor y es causada por S. acidiscabies (Wanner, 2006). Estas bacterias sobreviven
indefinidamente en suelos infestados como saprofito, trasladandose a otro suelo a
partir de tubérculos infectados, donde infectan nuevos tubérculos dispersandose por
el suelo o guano que tenian adherido. La principal fuente de contaminacién es el
suelo infestado con el patégeno y el tubérculo semilla enfermo. La infeccion ocurre
por las lenticelas y/o heridas en el periodo de inicio de formacién del tubérculo,
cuando se esta diferenciando el peridermo. Los primeros sintomas se pueden
apreciar pocas semanas posteriores a la infeccion. Tubérculos maduros ya no son
susceptibles al ataque, no obstante, las lesiones ya ocasionadas se expanden a
medida que la papa crece, aumentando la severidad (Acufia & Araya, 2017). La
evolucion de las cepas de Streptomyces para adaptarse a nuevas condiciones no
es sorprendente, considerando la ubicuidad del género junto con la transferencia

horizontal de una isla de patogenicidad que poseen (Wanner, 2006).

3.16. Uso de cultivares tolerantes para el manejo de la rofia comun

En los cultivos varia el nivel de resistencia; hoy en dia no existen cultivares inmunes

a la infeccidén, pero hay algunos con niveles altos de resistencia. Sin embargo, bajo
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condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad, presentan la
sintomatologia (Wanner, 2009). La penetracion del patdgeno estimula a los tejidos
del tubérculo a formar una barrera dependiendo de la susceptibilidad del tubérculo,
esta barrera se limita a unas pocas células por debajo de la superficie. Si esta
primera barrera impide que la invasion avance, se forma una sarna superficial. Si
por el contrario, la barrera es vencida, se forma una segunda barrera y a menudo
una tercera antes que la penetracion se detenga provocando de esta forma una

lesion mas profunda (Cancino, 2003).

3.17. Control quimico de larofia comun

Para el control quimico de esta enfermedad actualmente se utilizan productos que
atacan o previenen infecciones o infestaciones fungosas y bacterianas como es el
caso de fungicidas y antibiéticos. La efectividad de fluazinam, tanto in vitro como
bajo condiciones de invernadero y campo, representa una opcion para el control
quimico de esta enfermedad (Santos-Cervantes et al., 2016). Tratamientos a la
semilla con fluazinam, oxitetraciclina + streptomycina, clorotalonil y mancoceb han
mostrado una disminucién en el porcentaje de infeccion de la enfermedad (Leyva-
Mir et al., 2014).

3.18. Control cultural de larofia comun

Haynes et al., 2003 recomiendan realizar practicas culturales como: el uso de
tubérculos semilla sanos, procedentes de campos sanos, llevar a cabo rotaciones
de cultivo con plantas no hospederas (maiz, trigo, alfalfa). Mantener el pH del suelo
entre 5 a 5.2, utilizando fertilizantes que producen acidez como el sulfato de amonio,
especialmente para controlar S. scabies. Evitar el uso de estiércol de ganado
vacuno en suelos infestados; el estiércol mantiene la sobrevivencia del patdogeno y
favorece su desarrollo. Es importante mantener la humedad del suelo, al nivel de

capacidad de campo, desde el inicio de la tuberizacion hasta 6 semanas después.
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3.19. Control biolégico de larofia comun

El control biolégico es una herramienta Gtil para tratar de erradicar o controlar plagas
y/o enfermedades en suelos agricolas, mas cuando los microorganismos que
utilizamos pueden darle cierto beneficio al suelo 0 a las mismas plantas (Baker &
Cook, 1974). Se ha investigado si el control biolégico de la enfermedad puede servir
como un enfoque alternativo. Especies de Bacillus han sido utilizadas para el control
de la enfermedad, dentro de estas especies Bacillus amyloliquefaciens, ha
mostrado disminuir la gravedad de la enfermedad ocasionada por S. scabies (Lin et
al., 2018). Bacillus subtilis, ha mostrado ser un buen controlador biolégico de la rofia
comun tanto in vitro como en invernadero y campo (Castro-Rodriguez, 2011;
Ramirez-Garcia, 2011; Mendoza-Siller, 2015). Especies no patogénicas de
Streptomyces han sido utilizadas para el control de la rofia comun de la papa, dentro
de ellas Streptomyces rochei, ha resultado ser un excelente controlador biolégico
de la enfermedad (Ramirez & Sains, 2017). Se ha reportado especies de hongos
como controladores biolégicos de la rofia comun de la papa. Trichoderma
harzianum, es una especie ampliamente utilizada para el control de especies de
Streptomyces patégenas (Castro-Rodriguez, 2011; Ramirez-Garcia, 2011;
Muhammad & Bukhari, 2014; Ramirez & Sains, 2017).

3.20. Aspectos generales de Trichoderma harzianum

T. harzianum, pertenece a la familia Hypocreaceae. Es un hongo filamentoso que
habita en suelos donde los nutrientes de facil asimilacion son escasos, y es alta la
competencia con otros organismos. T. harzianum posee una gama extraordinaria
de enzimas hidroliticas y quitinoliticas que le confieren gran capacidad de
interactuar de forma parasitica y simbidtica con microorganismos y plantas. Se ha
demostrado que existen varios mecanismos de accion antagoénica del hongo
Trichoderma en el control microbiano de fitopatdbgenos como la antibiosis,

interacciones directas con el patégeno (micoparasitismo y lisis enzimatica),
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induccion de resistencia, competencia por espacio y nutrientes (Lecuona, 1996;
Fernandez-Larrea, 2001; Ezziyyani et al., 2004; Lorito, 2006); de ahi que estas
cepas se empleen en la agricultura para el control de enfermedades fungicas, asi
como bioestimulantes de plantas y biofertilizantes (Kubicek & Harman, 1998;
Harman et al., 2004).

3.21. Caracteristicas morfologicas de Trichoderma

Rifai (1969), menciona qué, morfolégicamente, la mayoria de las colonias de
Trichoderma en su inicio tienen color blanco, que se tornan a verde oscuro o
amarillento, con esporulacién densa. El micelio es ralo en su mayoria, y visto al
microscopio es fino, los conidioéforos son ramificados, parecen un arbol pequefio.
Los mismos se presentan como penachos compactados que forman anillos con un
sistema de ramas irregular de manera piramidal. Estos terminan en fialides donde
se forman las esporas asexuales o conidios, de gran importancia para la
identificacion taxonOmica a nivel de especies. Los conidios aseguran las
generaciones del hongo durante gran parte del periodo vegetativo de las plantas.
Son haploides y su pared estd compuesta por quitina y glucanos (Harman, 2003).
Ademas de los conidiéforos, estas se pueden producir sobre fialides que emergen

directamente del micelio.

3.22. Mecanismos de accién de Trichoderma

Se han descrito diferentes mecanismos de acciéon en organismos del género
Trichoderma, que regulan el desarrollo de los hongos fitopatdégenos. Entre éstos, se
encuentra la competencia por espacio y nutrientes, el micoparasitismo y la
antibiosis, los que tienen una accion directa frente al hongo fitopatogeno (Lorenzo,
2001). Otros autores sugieren mecanismos que incluyen ademas de los
mencionados, la secrecién de enzimas y la produccion de compuestos inhibidores
(Haram, et al., 1996; Zimand, et al., 1996).
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Trichoderma también presenta otros mecanismos, cuya accion biorreguladora se da
de forma indirecta; entre estos se pueden mencionar a) los que elicitan o inducen
mecanismos de defensa fisioldgicos y biogquimicos como es la activacion en la
planta de compuestos relacionados con la resistencia (Harman, et al, 2004), b) la
detoxificacion de toxinas excretadas por patégenos, c) la desactivacion de enzimas
de estos durante el proceso de infeccion, y d) la solubilizacibn de elementos
nutritivos, que en su forma original no son accesibles para las plantas. Tienen la
capacidad ademas, de crear un ambiente favorable al desarrollo radical lo que

aumenta la tolerancia de la planta al estrés (Harman, 2003).

3.22.1. Competencia

La competencia se define como el comportamiento desigual de dos o mas
organismos ante un mismo requerimiento (sustrato, nutrientes, luz), ésta se dara
siempre y cuando la utilizacion del requerimiento por uno de los organismos
reduzca la cantidad o espacio disponible para los demés. Este tipo de antagonismo
se ve favorecido por las caracteristicas del agente control biolégico como plasticidad
ecologica, velocidad de crecimiento y desarrollo, y por otro lado por factores
externos como tipo de suelo, pH, temperatura, humedad, entre otros (Hjeljord &
Tronsomo, 1998; Ahmad & Baker, 1987).

3.22.2. Micoparasitismo

El parasitismo o micoparasitismo se puede definir como una simbiosis antagonica
entre organismos, en el que generalmente estan implicadas enzimas extracelulares
tales como quitinasas, celulasas, y que se corresponden con la composicién y
estructura de las paredes celulares de los hongos parasitados (Diaz, 1994). Por ser
un proceso complejo, se ha separado en cuatro etapas para su estudio, Chet &
Benhamou (1998), lo explican detalladamente.

17



3.22.3. Crecimiento quimiotroéfico

El quimiotropismo positivo es el crecimiento directo hacia un estimulo quimico (Chet,
1990). En la etapa de localizacion del hospedante, se ha demostrado que
Trichoderma puede detectarlo a distancia y sus hifas crecen en direccién al

patbgeno como respuesta a un estimulo quimico.

3.22.4. Reconocimiento

Este se realiza a través de interacciones lectinas-carbohidratos. Las lectinas son
proteinas enlazadas a azUcares o glicoproteinas, las cuales aglutinan células y
estan involucradas en las interacciones entre los componentes de la superficie de
las células y su ambiente extracelular (Chet et al., 1998). La produccion de lectinas
se ha investigado en R. solani y S. rolfsii . En todos los casos se encontraron
evidencias directas, de que las lectinas estan involucradas en el micoparasitismo
(Pérez, 2004; Chet & Inbar, 1994).

3.22.5. Adhesién y enrollamiento

Cuando la respuesta de reconocimiento es positiva, las hifas de Trichoderma se
adhieren a las del hospedante mediante la formacion de estructuras parecidas a
ganchos y apresorios, se enrollan alrededor de estas, todo esto estd mediado por
procesos enzimaticos (Pérez, 2004). Segun Elad & Chet (1983), la adherencia de
las hifas de Trichoderma ocurre gracias a la asociacion de un azucar de la pared

del antagonista con una lectina presente en la pared del patégeno.

3.22.6. Actividad litica

En la actividad litica ocurre la produccién de enzimas liticas extracelulares,

fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes
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celulares del hospedante y posibilitan la penetracion de las hifas del antagonista.
En los puntos de contacto donde se produce la lisis y aparecen los orificios, penetra
la hifa del micoparésito en las del hongo hospedante (Haram, et al, 1996).

3.22.7. Antibiosis

La antibiosis es la accién directa de antibidticos 0 metabolitos toxicos producidos
por un microorganismo sobre otro sensible a estos. Algunos autores opinan que la
antibiosis no debe ser el principal mecanismo de accidén de un antagonista, ya que
existe el riesgo de aparicion de cepas del patdgeno resistentes al antibiético (Vero,
et al, 1999).

Muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos secundarios volatiles y no
volatiles, algunos de los cuales inhiben el desarrollo de otros microorganismos con
los que no hacen contacto fisico. Tales sustancias inhibidoras son consideradas
“antibidticos” (Hjeljord & Tronsomo, 1998).
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V. ANTECEDENTES

Wanner (2004) aislaron 61 estreptomycetos de plantas de papa con rofia comun,
provenientes de lotes comerciales de papa en Estados Unidos. Los tubérculos
colectados mostraban una variedad de sintomas desde pequefias lesiones
superficiales discretas que cubrian partes de un tubérculo hasta lesiones grandes,
profundas, coalescentes, elevadas o con hoyos que cubrian la mayor parte o la
totalidad del tubérculo. Los aislamientos obtenidos variaron en su tasa de
crecimiento y habito en cultivo sélido y liquido, color y morfologia de colonias, color
de esporas y produccion de pigmentos difusibles. Se evalud la patogenicidad y
virulencia de los aislados en rdbano, donde las lesiones de la rofia comdn variaron
en apariencia y severidad. Los sintomas de la enfermedad también incluyeron
retraso del crecimiento, marchitamiento, necrosis y muerte. Determino ademas la

presencia de los genes de patogenicidad nec 1y txtA.

Leiminger et al. (2013) tomaron muestras de papa cultivadas en campo, que
mostraban infecciones por rofia comun de la papa en Alemania. Obtuvieron 293
aislados y se analizaron en cuanto a morfologia, patogenicidad y tipo de cepa. Los
aislamientos variaron en el color del micelio, la esporulacion y la pigmentacion.
Caracterizaron molecularmente los aislados utilizando cebadores especificos de
ARNr 16S y PCR-RFLP del espaciador transcrito interno 16S-23S (ITS) con Hpy99l.
Los datos de este estudio muestran que la diversidad entre las especies que causan
rola comun en Alemania es mucho mayor de lo esperado. Determinaron que el
agente causal de la enfermedad se asocia a cinco especies de Streptomyces
patogenas; S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei, S. acidiscabiei y S. bottropensis.
Siendo este el primer informe de cepas patdgenas causantes de la rofla comun de

la papa en Alemania.

Leyva-Mir et al. (2014) observaron y recolectaron tubérculos de papa cv. Fianna con
sintomas severos de pudricion y sarna en campos agricolas del Valle del Mayo,

Sonora, México, de donde aislaron y purificaron una cepa de Streptomyces spp., La
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detecciéon e identificacion del fitopatégeno se basdé en analisis morfologicos,
fisiologicos, patogénicos y moleculares mediante el uso de los partidores los
partidores 8F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") vy 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’), los cuales amplifican un fragmento del gen
ribosomal 16S de 1484 pb; y los partidores especificos para especies patogénicas
de Streptomyces, Nf (5-ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGA-3’) y Nr (5-
GCAGGTCGTCACGAAGGATCG-3’) que amplifican el gen nec | con un producto
esperado de aproximadamente 700 pb. Ademas, evaluaron la efectividad de
fluazinam, hidroxido de cobre, mancozeb, clorotalonil, estreptomicina +
oxitetraciclina y bacterias antagénicas, como tratamientos a la semilla infectada con
la finalidad de disminuir la severidad de la enfermedad. Los resultados de la
combinacion de analisis morfolégicos, fisiolégicos, moleculares y pruebas de
patogenicidad, determinaron a Streptomyces scabies como el responsable de
inducir los sintomas de sarna y pudricién en tubérculos de papa. Los tratamientos a
la semilla que presentaron el menor porcentaje de infeccion fueron fluazinam,

oxitetraciclina + estreptomicina, clorotalonil y mancozeb.

Santos-Cervantes et al. (2016) investigaron la patogenicidad de diez aislamientos
bacterianos en papa, rabano, zanahoria y betabel, probaron la sensibilidad y eficacia
del control del patégeno de fungicidas como: mancozeb, fluazinam y benzothiazole,
a nivel in vitro, invernadero y campo. Identificaron a los aislamientos mediante
métodos morfoldgicos, bioquimicos y moleculares. Los aislamientos antes
mencionados se obtuvieron en distintos lotes donde se cultiva papa en el Valle del
Fuerte, Sinaloa, México. Los resultados obtenidos indicaron que todos los
aislamientos bacterianos fueron patogénicos en rabano, zanahoria y betabel, y
fueron altamente virulentos en papa. Todos los aislamientos fueron similares en sus
caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y bioquimicas, las secuencias del gen 16S
Rrna obtenidas por PCR fueron idénticas para todos los aislamientos, en conjunto
estos resultados indicaron que los aislamientos pertenecen a S. acidiscabies. La

efectividad de fluazinam, tanto in vitro como bajo condiciones de invernadero y
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campo, representa una posible opcion para el control quimico de la enfermedad.

Siendo la aspersion en la siembra la mas efectiva en el control de la rofia coman.

En un estudio realizado en Uruguay en 2017 por Lapaz y colaboradores, aislaron y
caracterizaron al agente causal de la rofia comun de la papa en tubérculos y suelos
uruguayos, en respuesta a pérdidas econdmicas significativas debido a rofia comun
en papa en otofio de 2010. Obtuvieron un total de 331 aislados, los cuales fueron
sometidos a caracterizacion fisiolégica y bioquimica de acuerdo al proyecto
internacional para Streptomyces, para determinar color, forma, tipo de espora y
produccion de pigmento de las colonias bacterianas. A su vez determinaron la
patogenicidad en rodajas de papa y semillas de rabano. Para la caracterizacion
molecular de los aislados emplearon los marcadores genéticos de patogenicidad
TxtABL/TxtAB2, TXtAL/TxtA2 para taxAy txtB; Tom3/Tom4 para el gen tomA y Nf/Nr
para el gen necl. Genotipificaron los aislamientos usando rep-PCR, mediante la
técnica de huella genética rep-PCR(BOX y ERIC-PCR), usando primers BOXA 1R
y ERIC2/ERIC1R respectivamente. Resultados obtenidos indican solo 70
aislamientos como patdgenos de los 331 obtenidos, debido a su capacidad para
inducir necrosis en discos de tubérculos y retraso en el crecimiento de plantulas de
rabano. Se encontré que el agente causal de la rofia comun en la papa, representan
una gama de diferentes especies en virtud de sus diversos rasgos morfolégicos y
fisiologicos, asi como rep-PCR, andlisis filogenético rpoB y andlisis de secuencias
de multiples locus. Identificando principalmente a S. scabiei, S. acidiscabies y S.
europaeiscabiei. Se analizo la presencia de genes de la isla de patogenicidad de
Streptomyces (PAl), incluidos los genes que codifican la taxtomina sintetasa (txtA,
txtB), la tomatinasa (tomA) y una proteina de necrosis (necl). Entre los aislados que
eran patégenos, el 50% contenia los cuatro genes de patogenicidad, el 33% tenia
una composicion atipica de genes marcadores PAl y el 17% no contenia ningun
gen. La ausencia de los genes de los que se inform6 que participan en la biosintesis
de taxtomina (txtA, txtB) se confirmd mediante la secuenciacién del genoma
completo de dos cepas representativas de este grupo. Este hallazgo sugiere la

participacion de otros factores de virulencia en la patogenicidad de las plantas.
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V. HIPOTESIS

Diferentes especies de Streptomyces spp., Se encuentran asociadas a la rofia
comun de la papa. Estas especies son sensibles a especies del hongo Trichoderma

harzianum y representa una alternativa de biocontrol de la rofia comun de la papa.
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VI.  JUSTIFICACION

La rofia comun es una seria enfermedad que afecta el cultivo de papa y otros
cultivos de raices y tubérculos. Esta enfermedad reduce la comercializacion, el
procesamiento y los tubérculos semilla de papa debido a los sintomas externos y la
naturaleza de transmision de los patdgenos. Es considerada una de las principales
enfermedades que afectan al cultivo de papa en el mundo. En un estudio realizado
en la region se determiné a Streptomyces acidiscabies como el agente causal de la
rofia comun y su control con el uso de diferentes productos quimicos. En los ultimos
ciclos agricolas se ha observado un incremento en el dafio ocasionado por la rofia
comun en Sinaloa y Sonora. Actualmente se desconoce si estan involucradas
nuevas especies de Streptomyces, por tal motivo este trabajo de investigacion
permitira determinar las especies de Streptomyces mediante pruebas fisioldgicas,
bioguimicas y moleculares y elucidar si estos estan asociados a especies patdgenas
ya conocidas o desconocidas. Por otra parte, el manejo de la enfermedad se basa
en el uso de quimicos, afectando al medio ambiente, por ello la presente
investigacion generard informacion sobre el manejo biolégico de la enfermedad

mediante el uso del hongo antagonista Trichoderma harzianum.
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VIl.  MATERIALES Y METODOS

7.1. Colectade muestras

Durante muestreos realizados en el periodo 2018 a 2019 se recolectaron tubérculos
de papa con sintomas tipicos de rofia comun (Figura 2) en 8 lotes comerciales de
papa de los principales municipios productores de Sinaloa (Ahome, El Fuerte y
Guasave) las variedades correspondieron a cultivares de papa Fianna, Atlantic y
FL-1867). Mientras que los tubérculos colectados en 7 lotes comerciales del estado

de Sonora correspondieron a la variedad Fianna.

A B

Figura 5. Sintomas causados por Streptomyces spp., en tejidos de papa del cultivar
Fianna. (A) Tubérculo con lesiones marrones reticuladas. (B) Tubérculo con
lesiones corchosas, asociadas a los aislados de S. acidiscabies (C) Tubérculo
mostrando lesiones profundas, asociados a S.scabies.
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7.2. Aislamiento, purificacion y conservacion de aislados

Los aislados de Streptomyces spp., se obtuvieron como lo describe Loria et al.,
2010. Los tubérculos sintoméaticos se lavaron para eliminar la tierra adherida y se
secaron a temperatura ambiente, brevemente se obtuvieron aislamientos
sembrando directamente mediante raspado de micelio o esporulacién de la bacteria
con bisturi, en cajas de petri conteniendo 20ml de medio de cultivo semiselectivo
Nistatina, Polimixina sulfato B, Penicilina, Ciclohexamida NPPC (Williams & Davies,
1965), se incubaron durante 15 dias a 28°C. Los cultivos se preservaron por el

método de liofilizacidén para su posterior uso.

7.3. Caracterizacion fisiolégica y bioquimica

La forma, el color de las colonias, el tipo de las cadenas de esporas y el color inverso
del micelio se determiné en los medios de cultivo del Proyecto Internacional de
Streptomyces (ISP, por su abreviatura en inglés) ISP 2, 3, 4 y 5, mientras que la
produccion de pigmento se resolvié en el medio ISP 6, la utilizacién de compuestos
de carbono y el pH minimo que permitid el crecimiento se determind como lo
describié previamente (Lambert & Loria 1989b). Los aislamientos se incubaron
durante 15 dias a 28° C (Shirling & Gottlieb, 1996).

7.4. Identificacion molecular de los aislamientos

7.4.1. Extraccion de ADN gendémico mediante el método CTAB al 2%

El ADN gendmico de las 15 cepas anteriormente descritas, se extrajo usando una
version modificada del protocolo descrito por (Chen & Kuo, 1993). Para su
obtencion, colonias individuales cultivadas en medio Czapek se transfirieron a 5 ml

de caldo CRM, las cepas se incubaron agitando a 150 rpm y 28°C durante 48 h. La
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esporulacion resultante del crecimiento bacteriano, se obtuvo utilizando filtros de
papel estériles.

Para llevar a cabo el proceso, se coloco la esporulacion de las distintas cepas en
un mortero estéril y se triturd la muestra usando nitrégeno liquido hasta obtener una
consistencia de polvo. Se deposito el polvo en un tubo de 2.0 ml con 1,500 L de
solucién de lisis celular CTAB (2%), se agregaron 2 ul de proteinasa K a una
concentracion de 20 pg/pl y homogenizé por inversion del tubo. Los tubos fueron
incubados a 60 °C por 30 min. Una vez concluido el periodo de incubacion, se
dejaron enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 500 pL de
cloroformo y se agit6é vigorosamente; se centrifugo a 13,000 r.p.m y se transfirio el
sobrenadante (aproximadamente 1,000 uL) a un tubo limpio, en el que se agregaron
4 ul de RNAsa a una concentracion de 30 pg/pl y se incub6 a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Luego, se agregd medio volumen (500 pL) de etanol absoluto
y se agitd vigorosamente; se centrifugé a 13,000 r.p.m por 3 min y se desechoé el
sobrenadante. En cada tubo, se agregaron 300 puL de etanol al 70%, se agitd
vigorosamente, se centrifugd a 13,000 rpm por 3 min y se descarto el sobrenadante
para eliminar las sales contenidas en la muestra, cuidando de no perder el
precipitado, mismo que se secé a temperatura ambiente. Las pastillas o precipitado
obtenidos, se eluyeron en 50 pl de agua libre de nucleasas y se almacenaron a —20

°C para usos posteriores.

La integridad del ADN extraido, se verifico por electroforesis en gel de agarosa al
1%, utilizando el fotodocumentador Gel Doc™ xR+ con el programa Image Lab (BiO-
RAD). La calidad y concentracién se verificO mediante espectrofotometria usando

el equipo NanoDrop One (Thermo Scientific).

7.4.2. Amplificacion y secuenciacion parcial del gen 16S del ARN ribosdmico

Para confirmar que los aislados obtenidos pertenecian a especies del género
Streptomyces se prepararon reacciones con el fin de amplificar un fragmento del

gen 16S del ARN ribosémico, de acuerdo con los parametros de ciclado e
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iniciadores especificados por (Monciardini et al., 2002). Para lo anterior, se utilizo el
par de cebadores especificos Sm6F (5-GGTGGCGAAGGCGGA-3) y Sm5R (5'-
GAACTGAGACCGGCTTTTTGA-3"), para obtener un fragmento de 620 pb de dicho
gen.

La mezcla de reaccion consistié en un volumen final de 25ul de 5 pl buffer Gotaq
10x, 0.5 pl dNTPs (uM), 1.25 pl de cada oligonucledtido (Sm6F y Sm5R), 0.25 ul de
Tag polimerasa, 14.25 pl de agua ultrapura, 1.5 pl de Cloruro de Magnesio y 1 pl
de DNA. La amplificacion fue llevada a cabo en el equipo C1000™ Thermal Cycler,
donde las condiciones para la amplificacion por PCR fueron las siguientes:
desnaturalizaciéon inicial de 95°C durante 5 min; seguida de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por un min; alineamiento a 65°C por 45 segundos, y

extension a 72 °C durante 1 min y 10 min de extension final a 72°C.

Los productos de PCR obtenidos se corrieron en un gel de agarosa al 2% en Tris-
acetato-EDTA 1X (TAE). El volumen utilizado para la electroforesis fue de 4 pl de
Buffer de carga naranja G (contenido el colorante de acidos nucleicos Gel red) y 5
ul de producto de reaccion. Para determinar el tamafio de los fragmentos se utilizé
el marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder, Lot # 00730301 (Invitrogen), y
se expuso el gel a 90 Volts durante 60 minutos. Los fragmentos fueron observados
por exposicidon a luz ultravioleta en el fotodocumentador Gel Doc XR+ y el tamafio
de los mismos se estimo con el programa Image Lab (Analysis Software).

Los productos de PCR de cada reaccion fueron enviados para su secuenciacion al
laboratorio de servicios de secuenciacidon Lanbama del Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y Tecnologica A.C. (IPICYT).

Una vez obtenidas las secuencias, estas se compararon utilizando el algoritmo
BLAST del NCBI (por sus siglas en Inglés National Center for Biotechnology
Information). Finalmente, se alinearon utilizando el programa Mega 7.0.26 con las
secuencias que mostraron mayor porcentaje de similitud (ver cuadro 5), ademas de
una secuencia del mismo gen de la bacteria Escherichia coli, que fue obtenida del

GenBank, para ser usadas como control. Una vez obtenido el alineamiento de las
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secuencias, se obtuvo un filograma de vecino mas cercano utilizando el mismo

programa bioinformético (Figura 18).

7.5. Pruebas de patogenicidad

7.5.1. Pruebas de patogenicidad en bulbos de réabano.

Se preparo inoculo de 15 aislados de Streptomyces de acuerdo a la metodologia
previamente descrita por Wanner (2007). El in6culo de cada aislado de
Streptomyces se prepar6é en 100 ml de caldo YEME, la cual se esteriliz6 a 121°C
por 15 min. El caldo YEME previamente enfriado se inoculé con un disco de la
siembra de Streptomyces (5 dias de crecimiento); el cultivo se incub6 durante tres
dias a 28°C en agitacién constante a 140 rpm. Enseguida, se tomaron 100 ml y se
mezclaron con 100 ml de solucién Say’s méas 100 ml de agua destilada estéril. Cada
aislado se mezclé en una bolsa de alta densidad, la cual contenia 2 litros de
vermiculita previamente esterilizada; la mezcla se incubd a 28°C por 15 dias. El
contenido de cada bolsa se mezclé con 18 litros de suelo de textura franco arenoso
(arcilla, limo y arena, 28.1, 27.0 y 44.9%, respectivamente), hasta alcanzar una
densidad de 2.5X108 — 5.3X108 UFC/mI de suelo; el sustrato infestado se depositd
en macetas de 8 litros. En cada maceta con suelo infestado se sembraron 6 semillas
de rabano pre germinadas a 5 cm de profundidad. Las plantas se regaban conforme
lo requerian y la cosecha de los bulbos de rabano se realiz6 a los 40 dias después
de la siembra. Los tratamientos se distribuyeron en un arreglo de bloques al azar
completos con 6 repeticiones.

Cada patogeno se re-aislé a partir del tejido infectado de los bulbos de rabano
inoculados. Las caracteristicas de las colonias y estructuras morfologicas de las
cepas bacterianas re-aisladas coincidieron con las de las cepas obtenidas de

tubérculos en campos de papa, cumpliendo con los postulados de Koch.
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7.5.1.1. Evaluacién de dafio en bulbos de rdbano.

Para determinar el porcentaje de infeccion se utilizé la escala elaborada por James
(1971), en donde: 0 = bulbos sin dafio; 1 = 1% de la superficie con dafio; 2 = 5% de
la superficie con dafio: 3 = 10% de la superficie con dafio; 4 = 25% de la superficie
con dafio; 5 = Mas del 50% de la superficie del bulbo con dafio. Los datos se
sustituyeron en la féormula de Townsend & Heuberger (1943), considerando el grado

de infeccion por rofia en bulbos de rabano.

El porcentaje de infecciébn causado por los patdgenos se calcul6é de la siguiente
manera:
2.Ni Vi
% de infeccion = -------------- X 100
NV

Donde ni, es el nUmero de lesiones en cada categoria, vi, es el valor numérico de
cada categoria, N, es el niumero de bulbos en la muestra y V es el valor de la
categoria mas alta.

Los porcentajes de infeccion en lesiones, expresado por la presencia de
Streptomyces spp. (PDS), se obtuvieron mediante la sustitucion de datos en la
férmula arriba descrita, se transformaron a la forma Arc sen't ¥ X + 0.005 para
finalmente someterlos a andlisis de varianza y comparaciones de medias utilizando
la prueba de Tukey (P=0.05) (Little & Hills 1973).

7.5.2. Patogenicidad en discos de papa

Se desinfectaron tubérculos de papa variedad Fianna sanos con una solucion de
hipoclorito de sodio al 1% y se enjuagaron con agua destilada estéril. Bajo camara
de flujo laminar se cortaron de forma aséptica, en cuadrados de 5x5 cm, de

aproximadamente un centimetro de espesor y se colocaron en placas de Petri con
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papel de filtro humedecido con agua destilada estéril. Los discos de papa se
inocularon con 7 pl de suspension de esporas de cada aislamiento a una
concentracion de 1x108 esporas mL™1, en su superficie, en tres repeticiones. Luego
se incubaron a 28°C por tres dias en la oscuridad. EI mismo procedimiento se realizé
con el testigo negativo, inoculando los discos de papa con agua estéril (Faucher et
al., 1995; Park et al., 2003), el experimento completo se realiz6 dos veces. El
porcentaje de area dafiada se evalué empleando una cuadricula con escala de .5
X.5 cm, contando todos los puntos que quedaban dentro de la zona necrética en la
rodaja de papa, brevemente el resultado se dividié entre 4 para convertirlos a cm?,
segun lo descrito por Zadoks & Shein, 1979. Porciones de rodaja de papa con dafio,
se sembraron en medio de cultivo agar agua, obteniendo los mismos
microorganismos usados inicialmente para esta prueba, con ello se cumple con lo

establecido en los postulados de Koch.

7.6. Confrontacion dual in vitro (prueba de antagonismo en placa)

Los aislamientos de Streptomyces spp., agentes causales de la rofia comun de la
papa en Sonora y Sinaloa, se retaron contra T. harzianum, para observar si este
hongo presentan antagonismo contra el agente causal de la rofia comun de la papa,
de acuerdo a lo descrito por (Castro-Rodriguez, 2011). En breve, los aislados de
Streptomyces se pusieron a crecer en medio Czapek, por cinco dias, debido a que
esta tarda un poco mas de tiempo en desarrollarse que el antagonista. Una semana
después se puso a crecer el hongo en medio PDA. Una vez que todas las cepas
estuvieron totalmente expandidas en el medio de cultivo se procedi6 a realizar la
prueba de confrontacion dual. Esta prueba se realiz6 siguiendo la técnica de cultivo
dual de Dennis & Webster (1971), en placas Petri de 9 cm de radio, conteniendo
Agar Agua, se coloco en el extremo de la placa Petri un disco de agar de 5 mm de
diametro con micelio de las cepas en estudio y en el extremo opuesto otro disco de
agar (Trichoderma harzianum), posteriormente los cultivos se incubaron a 28 °C,
durante 10 dias, midiendo a las 96 h el crecimiento radial del micelio de la colonia
de los hongos en estudio. El control negativo fue Streptomyces spp, sin antagonista.
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Los tratamientos se distribuyeron en un arreglo completamente al azar con tres
repeticiones. El experimento completo se realizd en dos ocasiones. La inhibicion del
desarrollo del patégeno en cultivo dual se evalu6 mediante el porcentaje de
colonizacion de Trichoderma harzianum segun Camporota (1985) [C= DT X 100/
DE] (Donde C es el antagonismo de T.harzianum, DT es la distancia recorrida por
la colonia de T.harzianum sobre el eje que separa a ambas siembras y DE es la
distancia entre ambos puntos de siembra). Se realizé una prueba de analisis de
varianza (ANOVA) y comparacion de medias (Tukey con un nivel de confianza de

95% (Tukey, P<0.05), para agrupar los porcentajes de inhibicién obtenidos.
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VIIl. RESULTADOS

8.1. Aislamiento, purificacion y conservacion de aislados

Se obtuvieron un total de 15 aislados de Streptomyces, causantes de la rofia comun
de la papa en Sinaloa y Sonora, 8 aislados correspondientes a los municipios de
Ahome, El Fuerte y Guasave para el caso de Sinaloa y 7 aislados provenientes del
municipio de Huatabampo, Sonora, México, de distintos cultivares de papa (Cuadro
1).

Cuadro 1. Sitio, fecha de colecta, cultivar y parte vegetal de papa de los aislados

de Streptomyces incluidos en este estudio para caracterizacion morfologica y

molecular.
Cédigo Localidad Fecha de Cultivar Tejido
del colecta infectado
aislado
AS-10 Guasave, Sinaloa, México Febrero,2019 Atlantic Tubérculo
AS-13 Ahome, Sinaloa, México Febrero,2019 FL-1867 Tubérculo
AS-31 El Fuerte, Sinaloa, México Febrero,2019 Fianna Tubérculo
AS-45 Guasave, Sinaloa, México Febrero,2019 FL-1867 Tubérculo
AS-46 El Fuerte, Sinaloa, México Marzo, 2019 FL-1867 Tubérculo
AS-48 Ahome, Sinaloa, México Marzo, 2019 Atlantic Tubérculo
AS-49 Guasave, Sinaloa, México Abril, 2019 FL-1867 Tubérculo
AS-53 El Fuerte, Sinaloa, México Abril, 2019 FL-1867 Tubérculo
SR1 Huatabampo, Sonora, México Julio, 2019 Fianna Tubérculo
SR2 Huatabampo, Sonora, México Julio, 2019 Fianna Tubérculo
SR3 Huatabampo, Sonora, México Julio, 2019 Fianna Tubérculo
SEST Huatabampo, Sonora, México Julio, 2019 Fianna Tubérculo
STRAT Huatabampo, Sonora, México Julio, 2019 Fianna Tubérculo
SPROF Huatabampo, Sonora, México Julio, 2019 Fianna Tubérculo
RET/ACT Huatabampo, Sonora, México Julio, 2019 Fianna Tubérculo
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8.2. Caracterizacion fisiolégica y bioquimica

Los aislados de Streptomyces fueron obtenidos de tubérculos de papa con sintomas
de rofia comun provenientes de campos donde se cultiva papa en tres municipios
del estado de Sinaloa (Ahome, El Fuerte y Guasave) y de un municipio del estado
de Sonora (Huatabampo). Ocho aislados independientemente del lugar de origen
mostraron pequefias colonias de apariencia blanquecina a los 7 dias de desarrollo,
en medio de cultivo semiselectivo NPPC las cuales transcurridos 15 dias, se
tornaron blancas con produccion de micelio grishceo de aspecto pulverulento, en
microscopia de luz a 400 aumentos se observaron cadenas de esporas a modo de
espiral de coloracién gris, dichos aislados fueron casi idénticos en sus
caracteristicas morfolégicas, fisiologicas y bioquimicas observadas en los medios
del Proyecto Internacional de Streptomyces, donde mostraron un color de la masa
de esporas color gris en los medios de cultivo YME, Agar avena, ISSA y Agar glicerol
asparagina, un color del micelio subterraneo café en medio de cultivo YME y color
de micelio subterraneo gris en los medios ISSA y Agar glicerol asparagina, utilizaron
todas las fuentes de carbono y crecieron a un pH minimo de 5.0. El resto de los
aislamientos mostraron pequefias colonias de apariencia blanquecina a los 7 dias
de desarrollo en medio de cultivo NPPC, a los 15 dias de la siembra mostraban un
aspecto pulverulento de color blanco, en microscopia de luz a 400 aumentos se
observaron cadenas de esporas flexuosas de color blanco. Los aislados fueron muy
similares en sus caracteres morfolégicos, fisioldgicos y bioquimicos en medios del
proyecto internacional de Streptomyces. Las colonias bacterianas se observaron de
color blanco en medio YME, Agar Avena, ISSA y Agar glicerol asparagina, se
observaron esporas flexuosas de coloracion blanca bajo el microscopio de luz. El
color del micelio subterraneo en los diferentes medios fue café, utilizaron todas las
fuentes de carbono, excepto rafinosa y se desarrollaron a un pH minimo de 4.0.
(Cuadro 2; Figuras 3-17).
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Cuadro 2. Caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y bioquimicas de 15 aislados de Streptomyces spp., asociados a la
rofia comun de la papa en Sinaloa y Sonora y su comparacion con otras especies consignadas como agentes causales de

la enfermedad.

S. scabies S. acidiscabies | (AS-10, AS-13, | (AS-31, AS-45, | (AS-49) | (AS-48, SR-2, | (SR-1, SEST)
Caracteristicas
(Lambert, 1987a)| (Lambert, 1987b) |AS-46, RET/ACT)| AS-53, SR-3, SPROF)
STRAT)
Color/ masa de esporas
ISP 2 Gris Blanco Blanco Gris Gris Blanco/Beige Gris
ISP 4 Gris Blanco Blanco Gris Gris Blanco/Beige Gris
ISP 5 Gris Blanco Blanco Gris Gris Blanco/Beige Gris
Color/ micelio subterraneo
ISP 2 Café Café Café Café Café Café/Crema | Café/Crema
ISP 4 Gris Café Café Café Café Café/Crema | Café/Crema
ISP 5 Gris Café Café Café Café Café/Crema | Café/Crema
Pigmento sobre ISP 6 + - - - + - -
Tipo de cadena Espiral flexuosa Flexuosa Espiral Espiral Flexuosa Espiral
Ornamentacion de la espora Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa
Utilizacién de:
Arabinosa + + + + + + +
Fructosa + + + + + + +

35




Glucosa + + + + + + +
Manitol + + + + + + +
Rafinosa + - - + + - +
Ramnosa + + + + + + +
Sacarosa + + + + + + +
Xilosa + + + + + + +
Inositol + + + + + + +
pH minimo 5.0 4.0 4.0 5.0 5.0 5.0 5.0
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Figura 6. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento AS-10). A) Agar Extracto de levadura-malta (YEME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidén soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYI) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “varillas” del mismo
aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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Figura 4. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento AS-13). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidon soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYIl) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “flexuosa” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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Figura 5. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento AS-31). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidén soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYI) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “espiral” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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Figura 6. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento AS-45). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidén soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYI) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “espiral” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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Figura 7. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento AS-46). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidon soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYI) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “flexuosa” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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Figura 8. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento AS-48). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidén soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYIl) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “flexuosa” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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Figura 9. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento AS-49). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidén soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYI) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “espiral” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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Figura 10. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento AS-53). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidén soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYI) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “espiral” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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Figura 11. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento SR-1). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidon soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYI) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “espiral” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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Figura 12. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento SR-2). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidén soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYIl) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “flexuosa” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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Figura 13. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento SR-3). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidén soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYI) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “espiral” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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Figura 14. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento SEST). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidon soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYIl) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “espiral” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).

48



Figura 15. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento STRAT). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidén soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYI) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “espiral” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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Figura 16. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento SPROF). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidon soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYIl) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas en “flexuosa” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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Figura 17. Color del micelio aéreo y pigmentos solubles de Streptomyces sp.
(aislamiento RET/ACT). A) Agar Extracto de levadura-malta (YME), B) Agar avena
(Oatmeal Agar), C) Agar Sal inorganica-almidén soluble (ISSA), D) Agar glicerol-
asparagina, E) Agar peptona extracto de levadura-fierro (PYI) y F) Fotografia de
microscopio de luz (40X) mostrando cadenas de esporas “flexuosa” del mismo

aislamiento en Nystatina, Penicilina, Polimixina y Cyclohexamida (NPPC).
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8.3. Caracterizacion molecular

8.3.1. Analisis de secuencias de los fragmentos generados

Al comparar las secuencias obtenidas con el par de oligonucledtidos Sm6F
(5 GGTGGCGAAGGCGGA-3) y Sm5R (5-GAACTGAGACCGGCTTTTTGA-3)
con secuencias depositadas en la base de datos de NCBI, se comprob6 que todas
corresponden a actinomycetes, especificamente al género Streptomyces.

Las secuencias obtenidas de seis aislados mostraron 99.80 a 100% de identidad
con una secuencia obtenida del GenBank, que tiene el nimero de acceso
MT611319.1, éste corresponde a la cepa T110 de Streptomyces sp. Dos mas de los
aislados, presentaron similitud de 100% con la cepa de HBUM206335 de
Streptomyces sp., con el nimero de acceso MT540568.1. Por otra parte, el aislado
RET/ACT mostro similitud de 99.4% con la cepa con numero de acceso
LC551882.1, de Streptomyces omiyaensis.

Los aislamientos restantes presentan afinidades individuales con cepas de distinto
namero de acceso, donde se observo similitud del 100% del aislado AS48 con una
cepa de la especie Streptomyces tendae, con niumero de acceso MK911733.1.
Ademas, se encontr6 similitud del 100% del aislado con clave ASR1 con la especie
Streptomyces gancidicus, con nimero de acceso MT588801.1; observandose el
mismo porcentaje para el aislado con clave ASR3 con la especie Streptomyces
griseostramineus, con el nimero de acceso JQ955745.1. En el (Cuadro 3), se
observan los datos relacionados a las secuencias obtenidas en las bases de datos
al ser comparadas mediante el algoritmo BLAST con los aislados utilizados en este
estudio. En el filograma obtenido por agrupacién de clister mediante el método del
vecino mas cercano, se observé que los aislados ASTRAT, ASR2, ASPROF, AS10,
AS45 y AS49, pertenecieron al mismo grupo filogenético. Se observé un segundo
grupo formado por los aislados AS31 y AS53. Los aislamientos restantes mostraron

estar emparentadas filogenéticamente con las cepas observadas en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Comparacion de secuencias de los fragmentos generados con los oligonucleétidos Sm6F y Sm5R, con
secuencias documentadas en la base de datos de NCBI, correspondientes a una secuencia parcial del gen 16S del ARN

ribosémico.

No. | Aislado No. de acceso Nombre Tamarfio Identidad % de Valor Origen Aislado de:
cobertura E
1 RET/AC | LC551882.1 Streptomyces omiyaensis S32-52 917 99.41% 100% 0.0 Tailandia Brachytheciu
T rRNA 16S, secuencia parcial. ' m buchananii
2 AS-10 MT611319.1 Streptomyces sp. cepa T110 16S 0.0
gen de ARN ribosémico, 909 99.80% 100% China Cebada
secuencia parcial.
3 AS-13 MT542135.1 Streptomyces sp. cepa 0.0
HBUM206460 gen de ARN | g 100% 100% China NA
ribosomico  16S,  secuencia
parcial.
4 AS-31 MT540568.1 Streptomyces Sp. cepa 0.0
HBUMZ206335 gen de ARN | o), 100% 100% China NA
ribosbmico  16S,  secuencia
parcial
5 AS-45 MT611319.1 Streptomyces sp. cepa T110 16S 0.0
gen de ARN ribosémico, 933 100% 100% China Cebada
secuencia parcial.
6 AS-46 MT540520.1 Streptomyces Sp. cepa 0.0
HBUM206362 gen de ARN | oo, 100% 100% China NA
ribosébmico  16S,  secuencia
parcial

7 AS-48 | MK911733.1 Streptomyces tendae cepa Bl 3 "

16S gen de ARN ribosémico, 924 100% 100% India Suelo forestal
secuencia parcial.
8 AS-49 MT611319.1 Streptomyces sp. cepa T110 16S 0.0
gen de ARN ribosémico, 920 100% 100% China Cebada
secuencia parcial.

9 AS-53 MT540568.1 Streptomyces sp. cepa 0 0 0.0 .
HBUM206335 gen de ARN 929 100% 100% China NA
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ribosémico  16S, secuencia
parcial.

10

ASRET-

MT627170.1

Streptomyces sp. cepa RR9 16S
gen de ARN ribosémico,
secuencia parcial.

933

100%

100%

0.0

India

Arroz

11

SPROF

MT611319.1

Streptomyces sp. cepa T110 16S
gen de ARN ribosémico,
secuencia parcial.

924

100%

100%

0.0

China

cebada

12

SR-1

MT588801.1

Gen de ARN ribosémico 16S de
Streptomyces gancidicus cepa
Kris2, secuencia parcial.

924

100%

100%

0.0

India

Suelo de
bosque

13

SR-2

MT611319.1

Streptomyces sp. cepa T110 16S
gen de ARN ribosémico,
secuencia parcial.

915

100%

100%

0.0

China

Cebada

14

SR-3

JQ955745.1

Streptomyces griseostramineus
cepa Sk-5 16S gen de ARN
ribosdmico, secuencia parcial.

929

100%

100%

0.0

Pakistan

Suelo

15

STRAT

MT611319.1

Streptomyces sp. cepa T110 16S
gen de ARN ribosémico,
secuencia parcial.

924

100%

100%

0.0

China

Cebada
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ASTRAT-R

MT611319.1 Streptomyces sp. cepa T110 16S gen de ARN ribosmico secuencia parcial.
ASR2-R

— ASPROF-R

AS49-R

AS10-R

AS45-R

LC551882.1 Streptomyces omiyaensis S32-52 gen de ARN ribosmico 16S secuencia parcial.

AS13-R
_| MT542135.1 Streptomyces sp. cepa HBUM206460 gen de ARN ribosmico 16S secuencia parcial.
ACT-R
AS46-R

MT540520.1 Streptomyces sp. cepa HBUM206362 gen de ARN ribosmico 16S secuencia parcial
AS53-R
MT540568.1 Streptomyces sp. cepa HBUM206335 gen de ARN ribosmico 16S secuencia parcial
AS31-R
AS48-R

MK911733.1 Streptomyces tendae cepa Bl 3 16S gen de ARN ribosmico secuencia parcial.
ASR3-R

JQ955745.1 Streptomyces griseostramineus cepa Sk-5 16S gen de ARN ribosmico secuencia parcial.
ASRET-R
MT627170.1 Streptomyces sp. cepa RR9 16S gen de ARN ribosmico secuencia parcial.
ASR1-R

MT588801.1 Streptomyces gancidicus cepa Kris2 gen de ARN ribosmico 16S secuencia parcial.

R 024570.1 Escherichia coli strain U5/41 16S gen de ARN ribosmico secuencia parcial.

0.020

Figura 18. Filograma del vecino mas cercano, basado en una secuencia parcial del gen 16S del ARN ribosémico.
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8.4. Prueba de patogenicidad en bulbo de rdbano

Se demostro la patogenicidad de 15 aislados de Streptomyces en bulbos de rdbano
variedad “Champion”, a los 40 dias después de la inoculacién, todos los bulbos de
rabano inoculados desarrollaron lesiones necréticas, disminuyeron el desarrollo de
la raiz e hipocotilo y ocasionaron los sintomas comunes de la rofia comun de la
papa: lesiones superficiales corchosas, lesiones profundas, agrietamientos y
lesiones reticuladas, mientras que los bulbos de rabano testigo permanecieron
libres de la enfermedad (Figura 19). No se detectaron diferencias significativas
(P=0.05) en el grado de virulencia entre los aislados. El porcentaje de dafio en la
superficie de los bulbos por dichos aislados varié de 14.01 a 58.80%; A su vez, los
aislados AS-49, SR-3 y SPROF, los cuales causaron porcentajes de dafio en los
bulbos de 14.01 a 20.30% no arrojaron diferencias significativas (P=0.05) con
respecto al testigo sin inoculacion, el cual no mostré sintomas de la enfermedad
(Cuadro 4). Los aislados SR-2, SEST y RET/ACT, afectaron directamente el

desarrollo de los bulbos e hipocétilo (Figura 19).

56



Cuadro 4. Comparacion de patogenicidad y virulencia relativa de 15 aislados de

Streptomyces en bulbos de rabano en invernadero.

Aislados de Superficie del bulbo
Streptomyces spp. afectado por rofa (%)~
TESTIGO 0.0e?Y
AS-10 53.7 ab
AS-13 37.1 abcd
AS-31 58.8a
AS-45 42.8 abcd
AS-46 50.5 abc
AS-48 44.3 abcd
AS-49 20.3 bcde
AS-53 33.8 abcd
SR-1 45.9 abcd
SR-2 37.4 abcd
SR-3 17.9 cde
SEST 45.9 abcd
STRAT 55.7a
SPROF 14.0 de
RET/ACT 35.6 abcd

* el porciento de la superficie de bulbos de rdbanos dafiados se determinaron a los
40 dias después de la siembra en maceta, inoculado de manera individual con los
diferentes aislados de Streptomyces.

Y Medias seguidas de la misma letra no difieren estadisticamente de acuerdo al

procedimiento de Tukey (P=0.05).
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149944

AS-10 AS-13 AS-31 AS-45 AS-46 AS-48

ol

AS-49 AS-53 SR-1

s¢le

STRAT SPROF RET/ACT TESTIGO

Figura 19. Lesiones; necroticas, corchosas, superficiales y afectacion del desarrollo
del bulbo de rdbano variedad Champion. Resultado de la prueba de patogenicidad
de diferentes aislados de Streptomyces spp, a 40 dias después de la inoculacion

artificial.
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8.5. Patogenicidad en discos de papa

Se realiz6é el ensayo de patogenicidad en discos de papa a los 15 aislados de
Streptomyces spp., las zonas necroticas en rodajas de papa variedad Fianna
tratadas con extracto crudo y suspension de esporas de los aislados de
Streptomyces se observd después de 72 horas de la inoculacién, los aislados
mostraron crecimiento y lesion en los discos de tubérculos de papa (Figura 19;
Cuadro 4). El control negativo inoculado con agua destilada estéril no mostro
sintomas asociados a la enfermedad de rofia comun de la papa. Los aislados
bacterianos que mostraron ser mas virulentos al ser inoculados en rodaja de papa
fueron AS-49, SPROF y AS-48, con un porcentaje de area afectada de 8.5, 8.4y
8.3 cm?, respectivamente, los cuales no mostraron diferencias significativas al
comparar las medias en la prueba de Tukey. Los aislados de Streptomyces que
presentaron menor indice de virulencia, fueron; SEST, SR-1 y AS-31, con un area
afectada total de 5.8, 5.8 y 5.4 cm? respectivamente (Cuadro 4).
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Cuadro 5. Porcentaje de area afectada en cm? de 15 aislamientos de Streptomyces

en discos de papa variedad Fianna.

Aislados de % area afectada por
Streptomyces spp. rofna*
TESTIGO 0.0dY
AS-10 7.5ab
AS-13 7.6ab
AS-31 54c
AS-45 7.3ab
AS-46 7.2ab
AS-48 8.3a
AS-49 8.5a
AS-53 6.5 bc
SR-1 5.8 bc
SR-2 7.3ab
SR-3 6.4 bc
SEST 5.8 bc
STRAT 7.4 ab
SPROF 8.4a
RET/ACT 6.4 bc

*el porciento de la superficie de rodaja de papa dafiada se determiné a los 3 dias
después de la inoculacion de manera individual con los diferentes aislados de

Streptomyces.
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AS-10 AS-13 AS-31 AS-45
AS-46 AS-48 AS-49 AS-53

SR-1 SR-2 SR-3 SEST

STRAT SPROF RET/ACT TESTIGO

Figura 20. Lesiones necréticas irregulares tipicas de la rofia coman en rodajas de
papa variedad Fianna, resultado de la prueba de patogenicidad de diferentes
aislados de Streptomyces spp., a 3 dias después de la inoculacion artificial con una

suspension de esporas con una concentracion de 1x108 esporas mL™1.
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8.6. Confrontacion dual in vitro (prueba de antagonismo en placa).

La prueba de antagonismo in vitro con crecimiento de T. harzianum mostré un efecto
antagonico alto contra las especies de Streptomyces. El antagonista compite por
espacio y nutrientes, invadiendo rapidamente el sustrato y obstaculizando el
crecimiento de las bacterias (Figura 20), sobrecrece las colonias bacterianas y se
desarrolla sobre ellas (Figura 21). De acuerdo a la escala propuesta por Bell et al.,
(1982), la capacidad antagbnica de T. harzianum, frente a los fitopatdgenos
causantes de la rofia comun de la papa, corresponde al Grado 1 (donde T.
harzianum coloniza el 100% de la superficie del medio y crece sobre el
fitopatdgeno). No se observaron otros mecanismos de accién caracteristicos de T.
harzianum en este experimento in vitro, sin embargo, se observé un mecanismo de
defensa por parte del aislado STRAT- S. scabies, donde la bacteria evito se siguiera
desarrollando el antagonista formando un halo de inhibicién (Figura 22). Los datos
mostraron una desviacién estandar de 3.4006862, lo que indica que los datos de la
muestra tienden a estar agrupados cerca de la media.
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Cuadro 6. Inhibicion in vitro de Trichoderma harzianum en especies de
Streptomyces, agentes causales de la rofia comun de la papa en Sonora y Sinaloa,

mediante Trichoderma harzianum.

Aislamientos % de inhibicién T.
Streptomyces harzianum *
TESTIGO 99.8 a
AS-10 99.4a
SPROF 98.8 a
SR-1 98.3a
STRAT 97.7 a
AS-45 96.6 a
AS-53 96.6 a
AS-48 96.1a
AS-46 949a
SR-3 949a
AS-13 94.4 a
SEST 94.4 a
AS-49 93.8a
AS-31 90.5a
RET/ACT 89.9a
SR-2 88.3a

* el porcentaje de inhibicion ejercida por el hongo antagonista T. harzianum sobre

especies de Streptomyces se determiné a las 96 h después de la siembra.
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: A4
el antagonista T.

- \ .

Figura 21. Competencia por espacio y nutrientes por parte

harzianum en confrontacién in vitro contra el aislado AS-48 (Streptomyces

acidiscabies) en medio de cultivo Agar Agua.

Figura 22. Crecimiento de T. harzianum, sobre el aislado AS-53 correspondiente a
Streptomyces scabies, en prueba de antagonismo in vitro, en medio de cultivo Agar

Agua.
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Figura 23. Mecanismo de defensa “inhibicion” por parte del aislado bacteriano
STRAT-Streptomyces scabies, sometido a confrontacién dual in vitro contra el

hongo antagonista T. harzianum.
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IX. DISCUSIONES

La rofia comun de la papa es una enfermedad distribuida a nivel mundial causada
por diferentes especies del género Streptomyces (Lapaz, 2014). Las especies de
Streptomyces presentan diferencias en morfologia, fisiologia, caracteristicas
moleculares y patogenicidad. Estas han sido caracterizadas y encontradas en
diferentes paises a nivel mundial (Dees & Wanner, 2012). S. scabiei ha sido
reconocido como el principal agente causal, debido a su amplia distribucién en el
mundo (Hosaka et al., 2000).

El actinomiceto Streptomyces scabies, se encontré asociado a lesiones de rofa
comun de la papa en tubérculos- semilla procedentes del norte de Sinaloa y sur de
Sonora, dicho patégeno presenté morfologia de las cadenas de esporas en forma
de espiral y a su vez mostrd una esporulacion grisdcea sobre los medios de cultivo
del Proyecto Internacional de Streptomyces (Lambert & Loria, 19892%; Loria et al.,
2006; Leyva-Mir et al., 2014). Mientras que los aislamientos de Streptomyces
acidiscabies, mostraron esporas flexuosas blancas y colonias de color blanco
grisaceo en medio de cultivo YME y mostraron pigmentacion beige en el medio ISSA
(Lambert & Loria, 1989b; Loria et al., 2006; Santos-Cervantes et al., 2016)

Las cadenas de esporas en Streptomyces presentan distintas formas y coloracion
lo que constituyen caracteristicas taxondémicas importantes (Shirling & Gottlieb,
1966). La caracterizacion de aislados de Streptomyces puede ser realizada en base
a pruebas fenotipicas y bioquimicas. Sin embargo, para estas pruebas se utilizan
técnicas elaboradas que demandan largos periodos de tiempo y no siempre es
posible determinar con precision la especie (Faucher et al., 1995).

Las especies de Streptomyces presentan diferencias en sus caracteristicas
genotipicas (Dees & Wanner, 2012). Los métodos moleculares basados en el
analisis de secuencias de ADN se llevan a cabo en menor tiempo y ofrecen una
mayor precision y sensibilidad en la identificacion de microorganismos en

comparacion con los métodos convencionales de analisis de caracteres fenotipicos
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(Bouchek-Méchiche et al., 2000). Para estudio de un gran nimero de cepas se
utiliza la secuencia del gen ARNr 16s que es mas sencilla y rapida. Sin embargo,
este gen tiene una alta similitud de secuencia entre las especies del género
Streptomyces, por lo cual no permite una buena resolucion taxondmica a nivel de
especie (Labeda, 2001; Song et al., 2004; Guo et al., 2008). Este problema se
evidencio al usar los primers Sm6F y Sm5R, los cuales amplifican un fragmento de
620bp del gen de ARNr 16s. Las secuencias obtenidas mediante el uso de los
primers antes mencionados, fueron depositadas en la base de datos del NCBI, se

comprobd que todos los aislados corresponden al género Streptomyces (Cuadro 5).

Los principales sintomas asociados a la enfermedad son lesiones en la superficie
del tubérculo parecidas a costras de color marron a oscuro, que pueden ser
superficiales, elevadas o profundas. Se cree que el tipo de lesiéon producida
depende de factores como, las condiciones ambientales, la carga patdgena,
agresividad y susceptibilidad del cultivar de papa (Dess & Wanner, 2012).

La papa es el huésped mas afectado por la enfermedad de rofia comun, aunque
cultivos de raiz primaria como el rdbano, zanahoria y betabel también son
susceptibles (Tomihama et al., 2016; Santos-Cervantes et al., 2016). La
patogenicidad en planta de Streptomyces esta asociada a la produccion de la toxina
taxtomina (Bignell et al., 2010; Dess & Wanner, 2012). Contiene una fraccion de 4-
nitroindol esencial para su fitotoxicidad y son esenciales para la induccién de los
sintomas caracteristicos de la rofia comun en papa (Lawrence et al., 1990). La
diferente produccion de taxtomina por algunas cepas explicaria variaciones en los
sintomas de rofla comun (Hiltunen et al., 2006). Se ha demostrado que la taxtomina
A es sintetizada por S. scabiei, S. acidiscabiei, S. turgidiscabiei, S. europaeiscabies,
S. steliscabiei y S. niveiscabiei (King et al., 1989; Healy et al., 2000; Park et al.,
2003b). Esta fitotoxina induce una variedad de cambios fenotipicos en la planta
huésped, incluyendo hipertrofia celular, retraso en el crecimiento de las raices,
necrosis en los tejidos, inhibicion de la sintesis de celulosa y alteraciones en el flujo

de iones Ca++ y H+, en la muerte programada celular y en la produccién de
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antimicrobianos como la fitoalexina y escopoletina en la planta (Scheible et al., 2003;
Duval et al., 2005; Lerat et al., 2009).

Todos los aislamientos empleados en esta investigacion produjeron los sintomas
mencionados por Scheible y colaboradores en 2003 y Wanner en2004, en rabano
a los 40 dias después de la siembra e inoculacion. En un estudio realizado en el
Valle del Fuerte, Sinaloa, México en el afio 2016, evaluaron la capacidad de diez
aislamientos de Streptomyces acidiscabies de causar patogenicidad y ser virulentos
en los distintas plantas huésped de esta enfermedad: papa, rabano, zanahoria y
betabel, donde todos los aislamientos fueron patogénicos en todas las plantas

huésped y altamente virulentos en papa (Santos-Cervantes et al., 2016).

Leyva-Mir y colaboradores en 2014, evaluaron la capacidad patogénica de
Stretptomyces scabies asociada a la rofia comun de la papa en el Valle del Mayo,
en el estado de Sonora, en tubérculos de papa variedad Fianna, donde obtuvieron
sintomas iniciales caracteristicos de la enfermedad; Estos datos son similares a los
obtenidos en esta investigacion para los ocho aislados correspondientes a S.

scabies.

Los aislados de Streptomyces causaron lesiones necroéticas al ser inoculados en
rodajas de papa variedad Fianna, a partir del extracto crudo y suspension de
esporas de cada aislado in vitro. Esto demuestra que las especies aisladas de
tubérculos sintomaticos son las causantes de dicha enfermedad en predios
comerciales de papa ubicados en el estado de Sinaloa y Sonora respectivamente.
Los sintomas necroéticos observados en las pruebas in vitro con papa fueron
producidos por el extracto crudo de taxtomina, lo que sugiere que la necrosis esta
asociada con el grupo de genes de taxtomina de la region toxicogénica (TR) (Lerat
et al., 2009; Chapleau et al., 2016; Zhang et al., 2016).

Por su parte, Alejo-Viderique y colaboradores (2018), evaluaron el efecto in vitro
usando un extracto crudo de taxtomina y una suspension de esporas del aislado
Streptomyces (V2), en rodajas de papa y rabano, se verificd la produccion de
sintomas necroéticos tanto en papa como en rabano. Dichos resultados coinciden

con los obtenidos en este trabajo de investigacion. A su vez, Lapazy colaboradores
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en 2017, indicaron la capacidad para inducir necrosis en discos de tubérculos de
papa, de 70 aislamientos de Streptomyces aislados de tubérculos sintomaticos y
suelo en Uruguay, entre los aislamientos encontraron principalmente a
Streptomyces scabies, Streptomyces acidiscabies y Streptomyces europaeiscabiel,
dichas especies presentan islas de patogenicidad representativas de especies
patogénicas de plantas de Streptomyces.

De particular relevancia es la capacidad de algunas especies de Streptomyces para
establecer interacciones parasitarias con plantas, lo que lleva al desarrollo de
enfermedades de cultivo econOmicamente importantes. Este atributo es
considerado como “raro” ya que solo cerca de una docena de los cientos de
especies descritas funcionan como patdgenos de plantas. La mayoria de las cuales
causan la enfermedad denominada “rofia comun” (Loria et al., 2006; Kampfer, 2012;
Euzeby, 2016).

Aunque la rofia comun de la papa fue descrita por primera vez hace mas de 100
afos, aun se tiene poca comprension sobre cuales son los factores que favorecen
y contribuyen a la aparicion y gravedad de la enfermedad, por lo que es necesario
profundizar acerca de la diversidad genética y las bases genéticas que permiten las
diferencias de agresividad entre los aislamientos, lo que representa un reto para el
desarrollo de estrategias de control (Loria et al., 1997; Agrios, 2005; Hosaka et al.,
2000).

El control biolégico de la rofia comdn ofrece una alternativa atractiva a las
estrategias de control clésicas. Se ha reportado hongos, en su mayoria
ascomicetos, con capacidad antagénica contra los patégenos de rofia comun
(Tagawa et al., 2010). El hongo Trichoderma harzianum, utilizado como agente de
control biolégico en este estudio mostro ser un excelente antagonista, el cual
compite de manera masiva por espacio y nutrientes, dejando de esta forma sin
recursos a las bacterias para su desarrollo. Resultados similares fueron obtenidos
por Castro-Rodriguez, 2011, donde evalué la capacidad antagonica in vitro de T.
harzianum contra un aislado de Streptomyces, causante de la enfermedad de la

rofa comun en Guasave, Sinaloa, México.
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La competencia evaluada bajo condiciones in vitro (cultivo dual), se ejerce
principalmente por espacio y en ella intervienen la velocidad de crecimiento de las
cepas del antagonista y factores externos como tipo de sustrato, pH y temperatura,
entre otros (Martinez et al., 2008). El desarrollo r4dpido del antagonista, hacen que
sea un buen competidor por espacio o nutrientes, bloqueando el paso al patégeno
(Martinez et al., 2013a).

Infante et al., (2009), explica que en la medida que Trichoderma manifieste varios
mecanismos de accion, sera eficiente y duradero el control.

Los resultados de la prueba de antagonismo in vitro, muestran también la
importancia de que en el caso de los antagonistas no se vean afectados por los
fitopatdgenos, para el caso de bacterias del género Streptomyces, presentan la
capacidad de producir una gran cantidad de antibioticos y otros metabolitos activos,
producen cerca del 80% de los antibidticos conocidos actualmente, dichos
antibiéticos inhiben de manera natural a microorganismos coexistentes en el habitat
donde estas bacterias se desarrollan (Kieser et al., 2000).

Esta interaccion fue observada por una cepa de Streptomyces scabies con codigo
“STRAT?”, aislado de tubérculo con sintomas asociados a la rofia comun de la papa.
El aislado genero un halo de inhibicidon contra el hongo antagonista Trichoderma
harzianum, impidiendo siguiera su desarrollo dentro de la caja de cultivo. Esto sirve
COmo un parteaguas para realizar investigaciones futuras, con esta y otras especies
de bacterias y hongos antagonistas, con el fin de elegir aquellas cepas adecuadas
para el control de las bacterias fitopatégenas y tener asi alternativas amigables con

el medio ambiente.
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X. CONCLUSIONES

Las pruebas fisioldgicas y bioquimicas indican que los aislados asociados a la rofia
comun de la papa en el norte de Sinaloa y sur de Sonora corresponden a

Streptomyces scabies 'y Streptomyces acidiscabies.

Los 15 aislados de Streptomyces asociados a la rofia comun de la papa indujeron
sintomas similares a los observados en campo al realizar las pruebas de
patogenicidad en rabano bajo condiciones de invernadero. Ademas ocasionaron
lesiones necraoticas al ser inoculadas en rodajas de papa in vitro, lo que demuestra

la presencia de genes de patogenicidad en dichos aislados bacterianos.

De los 15 aislados de Streptomyces, 14 mostraron sensibilidad al hongo antagonista
Trichoderma harzianum en la prueba de confrontacion dual in vitro. Mientras que el
aislado de Streptomyces (STRAT), inhibi6 el desarrollo del antagonista, mediante la
secrecion de antibiéticos, que evitaron que el antagonista continuara su desarrollo

sobre el medio de cultivo.
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