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ABSTRACT

The gypsum plant (Machaeranthera gypsophila) is a shrub adapted to grow in gypsophilous
soils within the dunes of the Cuatrociénegas Valley. In recent years, the rhizosphere of plants
in various ecosystems have been the subject of bioprospecting activities in the targeted
search for new sources of actinomycetes with biotechnological importance. In this work, 43
actinomycete strains were isolated from samples of rhizosphere soil of Machaerentera
gypsophila. Through a discriminatory analysis using colonial morphology and color
production in the culture medium and mycelium, it was possible to reduce them to 24 strains
or morphotypes. Of the total number of identified morphotypes, 12 showed multiple abilities
in cellulolytic, xylanolytic, pectinolytic and phosphate solubilizing enzymatic activities.
Likewise, of these 12 morphotypes, 10 presented antagonism to the fungus Sporisorium
reilianum and to the phytopathogenic bacteria Pseudomonas viridiflava, Pseudomonas
savastanoi pv. nerii and Xantomonas ftranslucens pv. undulosa. According to the
percentages of inhibition of the phytopathogens and potency indices of the enzymatic
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activity, 12 actinomycetes were selected for molecular identification of the partial sequencing
of the 16S rDNA gene. The partial sequences of each actinomycete were analyzed for
similarity in the GenBank and by phylogenetic construction, showing as a result that they
belong to the genera Streptomyces and to the species thinghiriensis, tendae, rochei and sp.,
which are used as plant growth promoters and biocontrol agents.

Keywords: Streptomyces, gypsum dunes, phosphate solubilization, antagonism,
actinomycetes

RESUMEN

La planta del yeso (Machaeranthera gypsophila) es un arbusto que se caracteriza por su
capacidad de adaptacion y crecimiento en suelos gipsofilos en las Dunas del Valle de
Cuatrocienegas. Actualmente, la rizosfera de plantas en diversos ecosistemas han sido
objeto de actividades de bioprospeccion en la busqueda dirigida de nuevas fuentes de
actinomicetos de importancia biotecnoldégica. En este trabajo se aislaron 43 cepas de
actinomicetos a partir de muestras de suelo rizésferico de Machaerentera gypsophila. las
cuales a través de un analisis discriminatorio utilizando morfologia colonial y produccién de
coloracion en el medio de cultivo y micelio permitié reducir a 24 cepas o morfotipos. Del
total de los morfotipos identificados, 12 mostraron multiples habilidades en actividades
enzimaticas celuloliticas, xilanoliticas, pectinoliticas y solubilizacion de fosfatos, asimismo,
de estos 12 morfotipos, 10 presentaron antagonismo al hongo Sporisorium reilianumy a las
bacterias fitopatégenas Pseudomonas viridiflava, Pseudomonas savastanoi pv nerii y
Xantomonas translucens pv. undulosa. De acuerdo con los porcentajes de inhibicion e
indices de potencia de la actividad enzimatica, se seleccionaron los 12 actinomicetos para
su identificacion molecular mediante la secuencia parcial del gen ADNr 16S. Las secuencias
parciales de cada actinomiceto fueron analizadas por similitud en el GenBank y
construccion filogenética, mostrando como resultado que pertenecen al género
Streptomyces y a las especies thinghiriensis, tendae, rochei y sp., las cuales son utilizadas
como promotores del crecimiento vegetal y agentes de biocontrol.

Palabras clave: Streptomyces, dunas de yeso, solubilizacion de fosfatos, antagonismo,
actinomicetos

1. INTRODUCCION

Machaeranthera gypsophila B. L. Turner, es una planta endémica que crece en el Valle de
Cuatrociénegas. Este valle, se ubica en la parte oriental del gran desierto Chihuahuense
en el Estado de Coahuila con un area de 2,000 km y una altitud mayor a los 3,000 m.s.n.m.
(Czaja et al., 2014). En su geomorfologia y ecologia, presenta diversos habitats,
destacandose las dunas de vyeso, caracterizadas por suelos compuestos de
aproximadamente el 98% de sulfato de calcio y en donde esta presente esta planta.

Aunque Machaeranthera gypsophila o planta del yeso no representa una planta de interés

econoémico o medicinal, es un arbusto atractivo debido a su capacidad evolutiva de
adaptacioén y crecimiento en suelos gipséfilos. Adicionalmente, es importante resaltar que
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actualmente la rizésfera de plantas en diversos ecosistemas han sido objeto de
actividades de bioprospeccidon en la busqueda dirigida de nuevas fuentes de
microorganismos de importancia biotecnolégica (Meenakshi et al., 2024). En este sentido,
se ha documentado que la rizosfera es una zona de intensa y abundante actividad
microbiana que se genera a expensas de la secrecion de exudados, constituidos
basicamente por aminoacidos, azucares y acidos organicos que son utilizados como
nutrientes por las comunidades microbianas y en donde los filos dominantes son las
proteobacterias, acidobacterias y actinobacterias. En este contexto, los actinomicetos son
un grupo importante de organismos procariotes que constituyen entre el 20 y 60% de la
microbiota asociada a la rizosfera de las plantas y que le proveen numerosos beneficios
(Rante et al., 2020). Son bacterias grampositivas, aerébicas, formadoras de esporas, con
alto contenido de guanina-citosina en su genoma (57-75%) y con la capacidad de producir
una amplia variedad de antibioticos, enzimas extracelulares y otros metabolitos
secundarios (Pérez-Corral et al., 2015). La mayoria de las especies son mesdfilas con
crecimiento filamentoso y metabolismo heterétrofo. Son ubicuos, debido a que se
distribuyen en diversos ecosistemas, lograndose aislar en sedimentos marinos (Bull y
Stach, 2007), zonas maritimas (Kokare et al., 2004), regién de la meseta (Ding et al.,
2013), aguas termales (Liu et al., 2016), asi como suelos de bosques, montafas, uso
agricola y ambientes extremos (Radhakrishnan et al., 2007; Castafeda-Cisneros et al.,
2020). De esta forma y considerando que los actinomicetos son un grupo de organismos
que poseen la capacidad de producir abundantes y novedosas moléculas bioactivas, es
fundamental que los esfuerzos de la investigacion se enfoquen en la busqueda de nuevos
compuestos naturales como potenciales recursos para la biotecnologia, agroecologia y
farmacologia, centrandose en el descubrimiento de nuevos actinomicetos que pudieran
ser aislados, particularmente, aunque no exclusivamente, en ambientes inusuales y poco
explorados (Okoro et al., 2009; Kumar et al., 2021; Carredn-Gaxiola et al., 2025).

La importancia del presente trabajo se enfocd en el aislamiento e identificacion de
actinomicetos nativos del suelo rizosférico de la planta Machaeranthera gypsophila, y el
analisis en la actividad de enzimas liticas, asi como su capacidad antagdnica hacia
microorganismos fitopatégenos.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1 Sitios de muestreo, colectas y material biolégico

El sitio de muestreo corresponde a la zona geografica conocida como las Dunas del
Desierto, la Becerra, en el municipio de Cuatrociénegas en el estado de Coahuila
(26°51°46” N, 102°10°29” O, ~770 msnm). Aunque la vegetacion en esta zona es escasa,
se lograron seleccionar tres plantas al azar localizadas en un area aproximada de 400 m2
y de poca accesibilidad, de las cuales se obtuvo material vegetal para su identificacion y
confirmacion taxonémica en el laboratorio de Aprovechamiento Integral de Recursos
Bioticos (AIRB) de la Universidad Politécnica de Pachuca. La colecta de 10 a 20 g de suelo
rizosférico, se realizé marcando un cuadrado de 10 cm por lado alrededor del tallo de la
planta seleccionada para ingresar con una espatula estéril a una profundidad de ~10-15
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cm y obtener su raiz para posteriormente sacudirla (NOM-021 RECNAT-
2000)(SEMARNAT, 2003). Las muestras de suelo rizosférico obtenidas fueron colocadas
en bolsas estériles de polietileno y conservadas a -20°C hasta su procesamiento. El
material botanico fue herborizado e identificado utilizando la informacion fotografica
depositada en la Red de Herbarios Mexicanos
(https://herbanwmex.net/portal/taxa/index.php?taxon=18411&clid=3627)

2.2 Aislamiento de actinomicetos, identificaciéon morfolégica y conservacién

Se pesaron 10 g de suelo rizosférico de cada una de las muestras y se diluyeron en 90
mL de agua destilada estéril para someterse a un tratamiento térmico a 65°C durante 30
minutos con la finalidad de seleccionar microorganismos esporulados, entre ellos los
actinomicetos. Una vez realizado el tratamiento térmico se prepararon diluciones desde 1
x 10" a 10-°. De cada dilucion, se tomaron 0.5 mL para ser inoculados en placas de Petri
conteniendo medio sélido de agar ISP2 (Extracto de levadura, 4 g; Extracto de malta, 10
g; Dextrosa, 4 g; Agar Bacteriolégico, 20 g; H20 destilada, 1000 mL) e incubadas a 28°C
durante 28 dias. Las placas inoculadas fueron monitoreadas diariamente durante los 28
dias de incubacién y se identificaron las colonias cuya morfologia macroscopica y
microscopica correspondieran a lo descrito para Actinomicetos en el Manual de Bergey
(2012), registrando caracteristicas de las colonias como la forma, tamafo, color o
pigmentacion, asi como una tincion de Gram de cada uno de los cultivos. Para el color o
la pigmentacion se hicieron comparaciones con descriptores en la tabla de tonalidades de
colores Pantone®. Una vez seleccionadas las colonias, se aislaron por picadura y
resembradas en medio sélido ISP2 adicionado con benomilo (6 ug/mL) y acido nalidixico
(25 pg/mL), para nuevamente ser monitoreadas e incubadas durante 28 dias a 28°C con
la finalidad de observar sus caracteristicas morfoldgicas. La observacién de la morfologia
colonial y la evaluacion microscopica permitié registrar la produccién de pigmentos en el
medio, el tipo de micelio y su tincion Gram. Adicionalmente, para no duplicar o multiplicar
los aislamientos de cepas, se realizo la discriminacion o diferenciacion morfolégica de los
datos registrados de las observaciones de morfologia colonial, produccion de pigmentos
en el medio de cultivo y micelio, asi como el tipo de micelio.

Para realizar la conservacion de las cepas de actinomicetos aisladas, se resembraron en
medio de agar Avena (Avena molida, 20 g/L; Agar bacteriologico, 20 g/L) e incubadas a
28°C durante 28 dias. Una vez observada la esporulacion, se agregaron 5 mL de agua
destilada estéril y se dispersaron por toda la placa con la ayuda de varillas de plastico
estériles. Posteriormente se decanto el volumen total de cada una de las cajas Petri y se
colocaron en tubos Falcon® de 15 mL, los cuales fueron centrifugados a 3,500 rpm durante
15 minutos. El sobrenadante fue desechado y las pastillas de esporas se lavaron dos
veces agregando 3 mL de H20 destilada estéril. Después del ultimo lavado, a la pastilla
de esporas se adicionaron 3 mL de H20 destilada estéril, se agité por 3 min con un vortex
y se tomd un volumen de 500 L, el cual se agregé a un tubo Eppendorf conteniendo 1
mL de glicerol al 25% (Franco, 2009).
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2.3 Identificacion molecular

Las extracciones de DNA de las cepas identificadas como actinomicetos se realizaron
empleando el protocolo propuesto por Corredor et al., (2000). La amplificacion por PCR de
un fragmento de 700 pb del gen 16S rDNA se llevé a cabo utilizando los iniciadores
universales 536F: 5-CAG CAG CCG CGG TAATAC-3'y 1492R: 5-GTTACC TTG TTACGA
CTT-3’, con las siguientes condiciones: una desnaturalizacién inicial de 5 min a 93°C, 25
ciclos de 1 min a 94°C, 40 s a 44°C y 1 min a 72°C, con una extension final de 10 min a
72°C. La purificacion de los productos de PCR fue realizada con el kit comercial PureLink
PCR Purification Kit (Invitrogen®) considerando las instrucciones sugeridas por el
fabricante. La secuenciacién de ambas cadenas de los productos de PCR purificados, se
realiz6 con un servicio externo del Departamento de Produccion de Semillas del Colegio de
Posgraduados, Campus Montecillo (Texcoco, Edo. De México). Una vez realizada la
secuenciacion, los electroferogramas proporcionados fueron visualizados con el programa
Chromas v.2.6.6 (http://technelysium.com.au/wp) y las secuencias obtenidas fueron
editadas manualmente con el programa BioEdit v.7.2.6
(https://bioedit.software.informer.com/ 7.2/). La homologia de las secuencias editadas se
realiz6 empleando la base de datos del NCBI y el algoritmo de alineamiento de la
herramienta BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi). Las secuencias fueron
depositadas en el GenBank con los numeros de acceso PP340923 a PP340934.

Las relaciones de homologia y la inferencia de una identidad taxonomica molecular se
realizaron mediante la construccion de un arbol filogenético con el programa BEAST v. 1.8.4
(https://beast.community/), estimando un modelo de sustitucion nucleotidica con el software
JmodelTest v.2.1.4 (https://github.com/ddarriba/jmodeltest?2) para finalmente consensar y
visualizar los arboles con el programa FigTree v.1.4.2
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

2.4 Microorganismos fitopatéogenos

Las cepas de Pseudomonas phaselicola, Pseudomonas viridiflava, Pseudomonas agaricii,
Pseudomonas savastanoi pv. nerii, Xanthomonas translucens pv. undulosa, Xanthomonas
albilineans, Xanthomonas vesicatoria y Xanthomonas herederae fueron donadas por la M.
C. Ma. De Lourdes Rodriguez Mejia del Departamento de Parasitologia Agricola de la
Universidad Autonoma de Chapingo (Rodriguez-Mejia, 2013). La cepa de S. reilianum fue
donada por el Dr. Santos Gerardo Leyva-Mir del Departamento de Parasitologia Agricola
de la Universidad Autonoma de Chapingo, la cual fue aislada a partir de mazorcas que
presentaban soros o lesiones. Los materiales vegetales para el aislamiento de S.
reilianum. fueron obtenidos de cultivos de maiz de la localidad de Cinta Larga en el
municipio de Mixquahuala, Hgo.

2.5 Pruebas de enfrentamiento dual para S. reilianum

La seleccion de las bacterias antagdnicas se realizé mediante pruebas de enfrentamiento
dual empleando el protocolo descrito por Hernandez et al., (2010). Las inhibiciones del
crecimiento del hongo fitopatégeno S. reilianum se observo entre cinco a siete dias de
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incubacion. Los actinomicetos aislados que generaron un halo de inhibicién, fueron
seleccionados y sometidos a pruebas confirmativas por triplicado siguiendo la metodologia
antes descrita y midiendo los halos de inhibicion en mm. El porcentaje de inhibicion se
estimé empleando la siguiente ecuacion, Porcentaje de Inhibicion (%) = (C-E)/C x 100, en
donde, C es el crecimiento radial del fitopatégeno en el control (mm), y E representa el
crecimiento radial del fitopatdégeno en el tratamiento (mm).

2.6 Pruebas de enfrentamiento dual para bacterias fitopatégenas

Los ensayos de enfrentamiento dual se realizaron utilizando las bacterias fitopatdgenas
Pseudomonas phaselicola, Pseudomonas viridiflava, = Pseudomonas agatricii,
Pseudomonas savastanoi pv. nerii, Xanthomonas translucens pv. undulosa, Xanthomonas
albilineans, Xanthomonas vesicatoria y Xanthomonas herederae con el método
modificado de raya perpendicular (Uhlig et al., 2021) en placas con medio ISP2. Para
realizar esta técnica, se sembraron por linea en el centro de una placa de Petri con ISP2,
las cepas de actinomicetos aislados, el cual se dejé incubar a 28°C por 48 horas, con el
fin de permitir que el microorganismo liberara metabolitos que inhibieran el crecimiento del
patdogeno. Pasado este tiempo, se sembré de forma perpendicular el microorganismo
patégeno en un espacio de 2.5 cm y se incubé nuevamente a 28°C por 48 horas. El
porcentaje de inhibicion fue estimado empleando la ecuacion, Pl (%) = (C-E)/C x 100 y
cuyos parametros son descrito en la subseccion anterior.

2.7 Solubilizacion de fosfatos

Para evaluar la solubilizacion de fosfatos, cada una de las cepas aisladas de actinomicetos
se sembraron por picadura en agar Pikovskaya (Poomthongdee et al., 2015) y se
incubaron por 14 dias a 28°C, una vez pasado este tiempo, se midieron los halos de
crecimiento y solubilizacion de fosfatos en el medio, los cuales indican la solubilizacion del
medio y por tanto los resultados positivos de la prueba (Poomthongdee et al., 2015).

2.8 Bioensayos de las actividades enzimaticas de las cepas de actinomicetos in vitro

La actividad in vitro de enzimas xilanasas, celulasas, quitinasas y pectinasas se observo
y midié al estimar el indice de potencia (IP) de cada cepa utilizando los medios sélidos de
agar xilano (Putri y Setiawan, 2019), agar carboximetilcelulosa (Daquioag y Penuliar,
2021), agar quitina (Khaled, 2021), Agar Pectina (Minotto et al., 2014). Previo a observar
y medir cada una de las actividades enzimaticas, los in6culos de actinomicetos se
sembraron en medio liquido ISP2 y se incubaron por un periodo de 3 dias a 28°C. Cada
una de los bioensayos se realizé por triplicado en los diferentes medios de cultivo,
adaptando y siguiendo los protocolos o metodologias propuestas por cada uno de los
autores. El indice de Potencia (IP) se obtuvo mediante la relacién diametro del halo de
hidrdlisis/diametro de la colonia.
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2.9 Analisis estadistico

Las estimaciones estadisticas y la generacion de graficos de componentes principales
(PCA), asi como los mapas de calor, se realizaron con las paqueterias PAST v.4.11
(https://folk.uio.no/ohammer/past) y R-CRAN (https://cran.r-project.org). Un analisis
Prinqual o de componentes principales empleando los datos cualitativos de produccion de
pigmentos en el medio, coloracion de la colonia y produccion de metabolitos secundarios
permitié simplificar y analizar la diversidad metabdlica de actinomicetos aislados del suelo
rizosférico de M. gypsophila. Este procedimiento consistié de dos etapas: en la primera
etapa, se asignd una variable numérica afin a la variable cualitativa, en la cual cada
categoria recibe un valor numérico asignado mediante un proceso de optimizacidn
matematica para construccion de variables ordinales conocida como Mondétona y; en la
segunda etapa, se aplicé el método clasico de un analisis de componentes principales.

3. RESULTADOS

De las muestras de suelo rizosférico de M. gypsophila se aislaron un total de 43 cepas de
actinomicetos. De este total de aislamientos y después de un analisis morfolégico
discriminatorio, se consensaron y seleccionaron 24 cepas con diferentes morfotipos. El
analisis discriminatorio morfolégico evalud caracteristicas como la forma de la colonia,
produccion de pigmentos en el medio, coloracion de la colonia, produccion de metabolitos
secundarios visibles y de esporas, estos resultados se muestran en la Tabla 1 y Fig. 1.

Para este trabajo, el analisis Prinqual permiti6 demostrar que la caracteristica que
representd la mayor variabilidad entre los datos correspondié a la pigmentacién del agar
(47.91%), la cual se correlaciona con el componente principal 1, mientras que la
caracteristica coloracion del anverso de la colonia se correlacioné con el componente 2
(36.87%)(Fig. 2).

Los resultados de los bioensayos in vitro de las actividades enzimaticas de las 24 cepas de
actinomicetos aisladas indicaron que el 50% de las cepas presentaron IPs relacionados a
la produccion de celulasas en un intervalo de 1.36 £ 0.12 a 3.40 + 0.30, siendo la cepa
ARC_11 la que mostré el mayor indice de potencia. Con respecto a la actividad xilanolitica,
esta fue manifestada en dos cepas (8.3%), con claves ARC_19 y ARC_21 y valores
estimados de indices de potencia de 2.52 + 0.32 y 1.37 + 0.05. Asimismo, la expresion de
la actividad pectinolitica fue observada en las cepas ARC_04, ARC 09 y ARC 22, esta
ultima con el mayor indice de potencia (2.22 + 0.38). Un resultado notable fue los valores
nulos de IP relacionados a la actividad quitinolitica que presentaron el total de cepas
aisladas.

Respecto a la evaluacion de la capacidad de solubilizacion de fosfatos, seis de las cepas
generaron halos con estimaciones de indices de potencia en un rango de 1.13 a 1.26,
sobresaliendo las cepas ARC_12 y ARC_22.1 con los mayores indices de potencia de 1.26
+ 0.02 y 1.26 £ 0.07, respectivamente (Fig. 3).
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Tabla 1. Morfologia colonial de actinomicetos aislados del suelo rizosférico de M.
gypsophila.

Table 1. Colonial morphology of actinomycetes isolated from the rhizospheric soil of M.
gypsophila.

Morfolqgl’a Coloracion (Codigo Pantone®)
colonial . Produccion
Cepa m @ M de
528 ﬁ Anverso  Reverso  agar  Esporas  metabolitos

ARC_01 i E C |1 7541C 4009 C 6016 C 7541 C -
ARC_04 i E C |1 7541C 4008 C 4009 C 7541 C -
ARC_05 i R C rmr 453C 4645 C 4645 C 7450 C -
ARC_08 i E C | 7450C 4008 C 4008 C 7450 C -
ARC 081 ¢ R C rr 2309C 2432 C 461 C 7450 C -
ARC_09 c E P | 7541C 6019 C 6005 C 7604 C -
ARC 091 i E P | 7443C 7499 C 7499 C 7443 C -
ARC_10 i E P 1 7541C 4507 C 6001 C 7541 C +
ARC_11 i E P |1 4507C 6016 C 6015 C 7450 C -
ARC_12 c E C m 7541C 7549 C 7401 C 7541 C +
ARC 121 i E C | 7541C 4008 C 4008 C 7541 C -
ARC_13 i E C rm 7541C 4010 C 4008 C 7450 C
ARC_15 c E C m 7541C 4009 C 4008 C 7450 C +
ARC_17 i E C |1 7541C 4013 C 4011 C 7450 C -
ARC_18 i E C | 4009C 6021 C 6008 C 7450 C -
ARC_19 i E P rmr 7541C 2432 C 2428 C 7541 C +
ARC_20 c O C m 6024C 6021 C 6008 C 7541 C -
ARC 202 i R C mr 487C 484 C 484 C 7450 C -
ARC_21 i E P 1 7527C 7620 C 484 C 7450 C ++
ARC_22 c O P m 7543C 7562 C 7550 C 7450 C ++
ARC 221 ¢ O C mr 7541C 7548 C 7549 C 7450 C -
ARC_23 i E P 1 6199C 6027 C 6049 C 7450 C -
ARC_24 i E C | 7541C 6021 C 6010 C 7541 C -

ARC_25 i E C | 7541C 6019 C 6015 C 7450 C -

Forma: Circular (c), Irregular (i); Borde: Entero (E), Lobulado, (L), Ondulado (O), Rizoide (R);
Elevacion: Convexa (C); Plana (P); Umbilicada (U); Textura: Lisa (I); Rugosa (rr).
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Fig. 1. Produccién de colorantes y pigmentos de actinomicetos aislados del suelo
rizosferico de M. gypsophila.

Fig. 1. Production of dyes and pigments by actinomycetes isolated from the rhizospheric
soil of M. gypsophila.
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Fig. 2. Analisis de componentes principales (PCA) que muestra la diversidad morfolégica,
debida basicamente a la produccién de pigmentos en el medio (anverso y reverso),
coloracion de la colonia y la formaciéon de estructuras filamentosas de las cepas de
actinomicetos aislados del suelo rizosférico de M. gypsophila.

Fig. 2. Principal component analysis (PCA) showing the morphological diversity, basically
due to the production of pigments in the medium (front and back), colony coloration and
the formation of filamentous structures of the actinomycete strains isolated from the
rhizospheric soil of M. gypsophila.
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Fig. 3. Mapa de calor que muestra las actividades enzimaticas y solubilizacién de fosfatos
de las cepas de Streptomyces spp. aisladas a partir del suelo rizosférico de M. gypsophila.

Fig. 3. Heat map showing the enzymatic activities and phosphate solubilization of
Streptomyces spp. strains isolated from the rhizospheric soil of M. gypsophila.

Es importante mencionar que el género Streptomyces ha sido un tema notable de
exploracion biotecnoldgica y agroecolégica debido a la produccién de moléculas bioactivas
con funcién antagdnica hacia microorganismos fitopatdogenos. Diversos trabajos de
investigacion demuestran que las principales capacidades de biocontrol de las especies de
Streptomyces se deben a la produccién de antibidticos y enzimas hidroliticas como las
celulosas, amilasas, proteasas y xilanasas (Al-Askar et al., 2015).

Los resultados de los ensayos de enfrentamiento dual de las 24 cepas de actinomicetos
contra nueve cepas de microorganismos fitopatdbgenos, indicaron que las cepas
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identificadas como ARC_01, ARC_04, ARC_05, ARC_09, ARC_11, ARC_19, ARC_21,
ARC 22, ARC_22.1 y ARC_23, presentaron inhibicion para al menos una de ellas (Fig. 4).
De forma particular, se observé que las cepas ARC_04, ARC_05 y ARC_09 revelaron
valores de antagonismo de 10.1 a 18.7 contra el hongo fitopatégeno S. reilianum, mientras
que ARC 01, ARC_11, ARC_17 y ARC_22 presentaron intervalos de porcentaje de
inhibicion de 33.0 a 78.6 hacia Pseudomonas viridiflava. Asimismo, los porcentajes de
inhibicion de las cepas ARC_05; ARC_11, ARC_22.1 y ARC_23 fueron de 8.0 y 70.0 hacia
Pseudomonas savastanoi pv. nerii. Finalmente, una de las cepas identificada como ARC_21
mostré un porcentaje de inhibicion del 49.3 para Xanthomonas translucens pv. undulosa.

100-
s0-

3 =
401683 §

0 Il & %5;; iel

Fig. 4. Evaluacién de los ensayos de enfrentamiento dual.m]]] Sporisorium reilianum, B&
Pseudomonas viridiflava, H Pseudomonas savastanoi pv. neril, i Pseudomonas agaricil,
ﬁ Pseudomonas phaselicola,@Xanthomonas translucens pv undulosa, EXanthomonas
albilineans, L\‘Xanthomonas vesicatoria, 'I‘Xanthomonas herederae.

Fig. 4. Evaluation of dual confrontation tests.ﬂ]]]]Sporisorium reilianum, B8 Pseudomonas
viridiflava, B Pseudomonas s. pv. nerii, Pseudomonas agaricii, ﬁ Pseudomonas
phaselicola,@Xanthomonas translucens p undulosa,ﬁXanthomonas albilineans, \\\
Xanthomonas vesicatoria, 'l‘Xanthomonas herederae.
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La integracion de los resultados de la evaluacion de produccion de enzimas, solubilizacion
de fosfatos y enfrentamiento dual, permiti6 demostrar que varias de las cepas de
actinomicetos aisladas expresaron multiples habilidades en la produccion de metabolitos
secundarios. Las cepas ARC_19 y ARC_21, expresaron actividad xilanolitica, celulolitica,
solubilizacion de fosfatos, asi como la inhibicidon de la bacteria fitopatégena Pseudomonas
viridiflava. La cepa ARC_22 presento actividad pectinolitica, celulolitica, solubilizacion de
fosfatos e inhibicién hacia Pseudomonas viridiflava. Las cepas ARC_12, ARC 121 y
ARC_22.1 manifestaron actividad enzimatica extracelular celulolitica y solubilizacion de
fosfatos y solo la ultima de estas tres cepas, inhibié a Pseudomonas savastanoi pv. nerii.
Finalmente, de las 24 cepas de actinomicetos aisladas y analizadas se seleccionaron 12
cepas que correspondieron a ARC_01, ARC_04, ARC_05, ARC_09, ARC_11, ARC_12,
ARC _12.1, ARC_19, ARC_21, ARC_22, ARC _22.1 y ARC_23; y que cumplieron con el
criterio de produccion de multiples metabolitos secundarios. Estas cepas fueron utilizadas
para su identificacion molecular mediante la amplificacién y secuenciacion de un fragmento
de ~761 pb de la regién del gen ribosomal 16S (16S rDNA). Una vez editadas y examinadas
cada una de las secuencias del 16S rDNA, estas fueron sometidas a un analisis BLAST,
mostrando resultados de entre 100 al 99.34% de similitud con secuencias del género
Streptomyces. Estas secuencias se utilizaron para la construccién de un arbol filogenético
por maxima verosimilitud, el resultado de su topologia permitié diferenciar cuatro grupos,
posicionando a las cepas ARC_01, ARC_04, ARC_05, ARC_09, ARC_19 y ARC_23 con
Streptomyces sp, las cepas ARC_21, ARC_22, ARC_22.1 con S. thinghirensis, ARC_11 con
S. tendae y ARC_12 con S. rochei (Fig. 5). Las secuencias del fragmento del gen 16S rDNA
de cada una de las cepas se depositaron en el genbank, con los numeros de acceso
PP340923-PP340934.

4. DISCUSION

La perspectiva metabdlica de los actinomicetos, representa, ademas de las actividades
antimicrobianas, una prodigiosa diversidad de efectos bioldgicos, lo cual, no solo se
constituye como un area de investigacion, sino que también ofrece la posibilidad de
comercializar los metabolitos descubiertos en el proceso (Selim et al., 2021).
Especificamente, se ha reportado que el uso farmacéutico de compuestos bioactivos y
agentes antimicrobianos producidos por el orden Actinomycetales, registra y representa
un historial de mas de 10,000 metabolitos (Sharma et al., 2014; Selim et al., 2021).
Asimismo, es importante destacar, que dentro del orden de los Actinomycetales los
geéneros con el mayor numero de estudios de produccién de enzimas son Streptomyces 'y
Nocardiopsis, los cuales son responsables de la produccion de una diversidad de enzimas,
entre las que se incluyen a las monooxigenasas liticas de polisacaridos, quitinasas,
proteasas, celulasas, pectinasas, L-glutaminasas, CMCasas, xilanasas y amilasas (Nazari
et al., 2022; Bennur et al., 2014). En este contexto, una de las perspectivas metabdlica
mas interesante de los actinomicetos de ecosistemas considerados extremos, es lograr
su aislamiento e identificacion con el objetivo de descubrir sus capacidades en la
produccion de peculiares y nuevas enzimas activas que catalicen diferentes reacciones
bioquimicas, lo que biotecnolégicamente proporcionaria soluciones a problemas
especificos y desafiantes en diversos procesos industriales (Janaki, 2017). Por ejemplo,
Swiecimska et al., 2023, realizaron el aislamiento e identificacion de 115 cepas de
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actinomicetos filamentosos a partir de suelo hiper-arido del Desierto de Atacama, suelo
salino de la India y suelo de bosque de pino en Polonia. Todas las cepas aisladas de los
sitios de muestreo presentaron actividad celulasa, quitinasa, lipasa y proteinasa,
restringiéndose la actividad pectinasa a tres aislamientos de suelo del desierto de Atacama
e identificandose como Streptomyces aquilus, S. galbus 'y S. tandae.
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Fig. 5. Arbol filogenético construido mediante maxima verosimilitud de las secuencias del
gen16S rDNA de cada una de las cepas de Streptomyces spp. aisladas a partir de suelo

rizosferico de M. gypsophila.

Fig. 5. Phylogenetic tree constructed by maximum likelihood of the 16S rDNA gene
sequences of each of the Streptomyces spp. strains isolated from M. gypsophila

rhizospheric soil.

Respecto a la actividad celulasa, varios aislamientos expresaron altos indices de potencia
(215.0), especificamente los aislamientos relacionados filogenéticamente con M.
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acroterricola, N. metallicus, S. cocklensis, S. flaveolus, S. galbus, S. marokkonensis y un
aislado asignado a una especie supuestamente nueva de Streptomyces. Asimismo,
algunos de los aislamientos del desierto de Atacama mostraron indices de actividad
lipasa >10, los cuales se relacionaron con K. flavida, M. acroterricola, Pseudonocardia
khuvsgulensis, Pseudonocardia rhizophila y S. mutabilis; mientras que dos cepas
adicionales demostraron ser especies supuestamente nuevas de los géneros Kribbella y
Pseudonocardia. La secrecion de proteasas correspondié al 62% de los aislamientos
procedentes del suelo salino de la India, mientras que los aislados con indices de actividad
altos (>10) se recuperaron de todos los sitios de muestreo.

Ademas de la produccién de enzimas, otra de las caracteristicas destacada de los
actinomicetos es la solubilizacion de fosfatos. Existe suficiente literatura que reporta
géneros y especies de actinomicetos aislados de suelos rizosféricos, los cuales
desempenan eficientemente funciones basicas en el ciclo del fésforo (P), transformando las
formas insolubles a solubles a través de la produccion de sustancias poliméricas,
reacciones de intercambio, quelacién y acidificacion (Nandimath et al., 2017). A este
respecto, Hamdali et al., (2008) obtuvieron 300 aislamientos de actinobacterias a partir de
muestras de rocas de fosfatos conteniendo materia de organica de Minas Marroquies,
demostrando que el 18.3% de las cepas, ademas de pertenecer al género Streptomyces,
presentaron la caracteristica de solubilizar P de manera eficiente cuando se cultivaban en
medio minimo sintético (SMM). Asimismo, Nafis et al., (2019) reportaron que de un total de
23 cepas de actinobacterias aisladas de habitat extremos marroquies, que incluyeron
suelos rizosférico contaminados con metales pesados, alta montana, dunas, asi como
sedimento marino, las cepas identificadas como Streptomyces sp. TNC-1 y Streptomyces
sp. MNC 1 presentaron la mayor actividad de solubilizacion de P con valores de 12.39 y
8.56 mg/ml, respectivamente.

Adicionalmente y considerando la importancia biolégica y geoldgica del fésforo, se han
realizado estudios enfocados en analizar la distribucién de este elemento en muestras de
suelos con y sin materia organica, observandose y concluyéndose que puede estar
administrado en forma de depdsitos organicos, inorganicos, ocluidos y en minerales
primarios y/o secundarios, con funciones especificas. Por ejemplo, en ecosistemas
semiaridos y aridos, se ha planteado que el P se distribuye en mayor cantidad entre el
almaceén ocluido y mineral, el cual no esta disponible para la actividad bioldgica; seguido
por el almacén organico, que debe mineralizarse para ser utilizado en la actividad biolégica;
y en menor cantidad el inorganico, también apto para la actividad biolégica. Esto indica que
el P esta disponible en ecosistemas semiaridos y aridos, no obstante, es el nutriente que
limita la actividad bioldgica (Selmants y Hart, 2010).

Con relacion a metabolitos secundarios de interés agroecoldgico producidos por el género
Streptomyces, algunos reportes han estimado que aproximadamente el 60% presentan
actividades insecticida y herbicida, mientras que el resto corresponde a compuestos con
efectos bioldgicos que incluyen actividad promotora del crecimiento vegetal, produccion de
enzimas liticas, control biolégico de microrganismos fitopatégenos, sideroforos,
compuestos organicos volatiles, antibiosis, asi como induccidn de la resistencia del
hospedero (Tanaka y Omura, 1993; Sharma et al., 2014; Torres-Rodriguez et al., 2022).
Estos ultimos efectos bioldgicos, han permitido controlar diversos hongos fitopatégenos,
entre los que se incluyen a los géneros Altemaria, Fusarium, Macrophomina, Phytophthora,
Pythium, Rhizoctonia y Verticillium, y en el caso de bacterias se ha reportado el biocontrol
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efectivo principalmente en géneros como Erwina, Xanthomonas, Pseudomonas y MLOs
(Ebrahimi-Zarandi et al., 2022; Silva et al., 2022).

En este trabajo, los resultados de las pruebas de enfrentamiento dual in vitro demostraron
que 10 cepas presentaron la capacidad de controlar bacterias y hongos fitopatégenos. Por
ejemplo, la cepa identificada como ARC_11, con los mayores porcentajes de inhibicion en
el desarrollo de las bacterias fitopatogenas Pseudomonas viridiflava y Pseudomonas s.
pv. nerii, durante la construccién filogenética utilizando la informaciéon de su secuencia
parcial del gen 16S rDNA se agrupé con cepas de S. tendae. Trabajos de investigacion
indican que esta especie es considerada como una de las mas prolificas del género
Streptomyces, ya que se ha documentado que logra crecer en intervalos de pH de 5.0 a
12.0 y concentraciones de NaCl de 0-10%. Asimismo, esta especie se ha clasificado en el
grupo de riesgo | de microorganismos, debido a que no se han registrado procesos de
patogénesis hacia animales, plantas y humanos, ademas de ser productor de antibiéticos
tipo poliquetidos, caracteristicas que hacen a este actinomiceto biomédicamente muy
atractivo (Eftekharivash y Hamedi, 2020). Recientemente, Liu et al., (2023) obtuvieron de
la cepa S. tendae MCCC 1A01534 dos compuestos derivados de la homoprejadomicina,
los cuales, mediante ensayos de fluorescencia de tioflavina T (ThT) y péptidos tauR3,
lograron inhibir la agregacion de la proteina Tau, involucrada en la enfermedad
neurodegenerativa del Alzheimer (EA). Respecto al control biolégico de microrganismos
fitopatogenos se ha documentado su efectividad contra hongos como Fusarium
oxysporum, Macrophomina phaseolina y Sclerotium rolfsii (Al-Askar et al., 2013). En el
caso de la cepa ARC_12, quien mostré indices de potencia relacionados con actividad
celulolitica y solubilizacion de fosfatos, pero careciendo de actividad antagénica in vitro
hacia hongos y bacterias fitopatdgenas, fue identificada molecularmente como
Streptomyces rochei. No obstante, los reportes del aislamiento y actividad biolégica de
esta especie de Streptomyces la han descrito como agente de control biolégico al inhibir
el desarrollo de microorganismos que causan enfermedades o aumentando la inmunidad
en plantas a través de mecanismos de accion que incluyen la antibiosis, sintesis de
enzimas, inhibidores de enzimas entre otros mecanismos (Sudha et al., 2022). En una
investigacion realizada por Kanini et al. (2013), mediante un cribado de cepas de
Streptomyces, lograron identificar y seleccionar aquellas que fueron capaces de controlar
al hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum. En este proceso de cribado, lograron
identificar a la cepa de Streptomyces rochei ACTA1551 aislada de una muestra de suelo
de la rizosfera de Pinus brutia, la cual, demostrd ser capaz de proteger a plantas de tomate
del marchitamiento por Fusarium en condiciones de invernadero, simultdaneamente,
lograron obtener pruebas de su capacidad para promover el crecimiento de las plantas y
ser un productor prometedor de metabolitos con una amplia gama de actividad
antimicrobiana (Kanini et al., 2013). En otro estudio realizado por Sudha et al. (2022),
demostraron el efecto antagoénico, bajo condiciones de laboratorio, de S. rochei sobre los
hongos fitopatdégenos F. moniliforme y C. lunata, los agentes etiolégicos del moho del
grano del sorgo. El analisis cromatografico de metabolitos permitié identificar la produccion
de 45 compuestos volatiles, siendo los mas frecuentes 1-butanol, furano 2 y furano 3-
metilo, 1,2,4-ciclopentanotriol, benceno, isovalerato de metilo, ciclopentanona, éster
metilico del acido butanoico y metilundecanol. Rante et al. (2020) realizaron el aislamiento
de actinomicetos a partir de la rizésfera de la planta Andrographis paniculata
(Acanthaceae). Esta planta de uso medicinal, es una hierba anual que crece
abundantemente en el sudeste asiatico y es eficaz en el tratamiento de afecciones del
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tracto gastrointestinal e infecciones de las vias respiratorias superiores, ademas de ser
reconocida por su utilidad en afecciones cardiacas y en el tratamiento de gonorrea,
enfermedades hepaticas e ictericia, asi como una variedad de otras enfermedades
cronicas e infecciosas. Los resultados de la identificacidn molecular de 10 cepas de
actinomicetos permitieron determinar que cuatro de los actinomicetos aislados,
presentaron una similitud del 97% con Streptomyces griseorubiginosus y Streptomyces
phaeopurpureus, mientras que los seis aislamientos restantes presentaron valores de
similitud del 97% con Streptomyces purfeofuscus y Kitasatospora azatica. Adicionalmente,
se observo que el extracto de acetato de etilo de los cuatro actinomicetos relacionados a
Streptomyces griseorubiginosus y Streptomyces phaeopurpureus mostraron actividad
antibacteriana, una prueba de cromatografia de capa fina revelé ser un compuesto de
estructura tipo terpenoide.

De igual forma, varias de las cepas aisladas fueron posicionadas y relacionadas
molecularmente como S. thinghirensis. Para esta especie, se ha descrito su capacidad de
exhibir patrones de actividad antifungica hacia los mohos Aspergillus niger, Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis, Pythium ultimum, Sclerotium rolfsii y Verticillium dahliae, y a
las levaduras Candida albicans, Candida tropicalis y Saccharomyces cerevisiae, asi
mismo se ha reportado su actividad antibacteriana hacia Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Streptomyces scabiei, S. pneumoniae ATCC 49619, S. aureus ATCC
29213 y MRSA-A., ademas de promover el crecimiento de las plantas a través de la
produccion de sideroforos, acido indol acético (IAA) y la solubilizacién de fosfato (Rehan
et al., 2023). Omar et al., (2022), analizaron cuatro cepas, Streptomyces sp. cepa HM2,
Streptomyces thinghirensis cepa HM3, Streptomyces sp. cepa HM8 y Streptomyces
tricolor cepa HM10 y su papel en la mejora del crecimiento y el rendimiento del pepino en
condiciones de invernadero. La evaluacion in vitro, después de 4 dias de incubacion a
30°C, les permiti6 estimar que las cepas produjeron AIA (18, 22, 62 y 146 ug/mL,
respectivamente) y sideroforos (42.59, 40.01, 16.84, 64.14% SU, respectivamente). Al
mismo tiempo observaron que los porcentajes medidos de la eficacia de solubilizacién de
fésforo fueron del 64.3, 84.4, 57.2 y 81.6 con la misma frecuencia. En los tratamientos con
plantas, se demostré6 que aquellos incluyendo roca fosfato mas una de las cepas de
actinomicetos, mejoraron los resultados para altura de planta, numero de hojas por planta,
longitud de raiz, numero de frutos por planta, longitud del fruto, diametro del fruto y peso
fresco del fruto por planta. Bajo este escenario, el aislamiento de actinomicetos con
capacidad solubilizadora eficiente de P y asociada a una o varias de las multiples
actividades promotoras del crecimiento vegetal, directas o indirectas, podrian ser
utilizados como biofertilizantes con grandes beneficios para las plantas, especialmente en
suelos pobres y estresados (Passari et al., 2015).

Finalmente, y considerando que el género Streptomyces produce diversos metabolitos
secundarios agrobioactivos, cabe la posibilidad de promoverlos y utilizarlos como una
alternativa a los insumos agricolas quimicos con la finalidad de proteger y reducir la tasa
de enfermedades por microorganismos fitopatégenos, asi como mejorar el crecimiento y
rendimiento de las plantas. Es necesario mencionar que actualmente una parte de los
esfuerzos de la investigacién se enfocan en la busqueda de metabolitos secundarios
particulares y peculiarmente importantes en biomas extremos, destacando los suelos
desérticos no polares con escasa o sin vegetacion, los cuales representan un tercio de la
masa terrestre del planeta (Laity, 2009). Asimismo, se ha conseguido aislar actinobacterias
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filamentosas, incluyendo miembros de géneros raros, de paisajes desérticos de regiones
geograficamente diversas, entre las que se incluyen Mojave (Garrity et al., 1996), Mongolia
(Kurapova et al., 2012) y Sahara (Meklat et al., 2011), aunque los estudios mas extensos
se han enfocado en el desierto de Atacama en el norte de Chile, el desierto no polar mas
antiguo y seco del mundo (Bull et al., 2018). En este sentido, es importante suponer que
aun estan esperando ser descubiertos nuevos géneros y nuevas especies de
actinomicetos de diversos habitats, incluyendo los extremos (Ngamcharungchit et al.,
2023).

5. CONCLUSION

En conclusion, el aislamiento de actinomicetos de suelos rizosfericos de plantas
habituadas o adaptadas a arenas de yeso (CaCOs), y las cuales fueron identificadas
morfolégicamente como Machaeranthera gypsophila, permitié observar su capacidad en
la produccion de una diversidad de metabolitos, expresados y evaluados como
pigmentaciéon del medio de cultivo, coloracion de la colonia y de esporas, asi como
actividades enzimaticas y antagonismo contra organismos fitopatdgenos. Aunque, esta
planta no presenta una importancia econdmica o medicinal, existe evidencia cientifica que
sugiere que la secrecion de exudados radiculares favorece la generacion de relaciones
mutualistas y simbidticas con sus comunidades microbianas, entre ellas los actinomicetos,
esto con el objetivo de promover la produccion de compuestos biolégicamente activos que
ayuden en la descomposicion de la materia organica, la promocion del crecimiento vegetal
y el control de microorganismos patdgenos. La seleccidon de 12 cepas de actinomicetos
con actividades enzimaticas xilanoliticas, pectinoliticas, celuloliticas y solubilizacién de
fosfatos in vitro o actividad antagoénica in vitro contra los fitopatdgenos S. reilianum,
Pseudomonas viridiflava, Pseudomonas s. pv. nerii y Xanthomonas translucens puv.
undulosa, permitié ser identificados como actinomicetos del género Streptomyces y
especies tendae, thinghiriensis, rochei y sp, a quienes se les podria atribuir un potencial
uso biotecnoldgico en la promocion del crecimiento vegetal y en el control biolégico de
enfermedades o plagas en plantas de importancia agroecondémica. Finalmente vy
considerando la enorme cantidad de informacidon de investigacién disponible sobre el
aislamiento e identificacion de actinomicetos en diversos ecosistemas, asi como sus
metabolitos secundarios, cabe resaltar que aun existe un potencial para descubrir nuevos
agentes bioactivos, ademas de integrar innovadores enfoques que incluyan técnicas de
cultivo, induccién de elicitores quimicos, mineria del genoma y activacién de grupos de
genes para encontrar compuestos con bioactividad novedosa.
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