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RESUMEN

Se determina el efecto de una cepa de
Streptomyces sp. aisiada del suelo, sobre Ia
germinaciéon 'y el crecimiento de Fusarium
graminearum NRRL 2830 productor de zearale-
nona. La germinacion se estudid en agar extracto
de malta determindndose que: a) En ausencia de
Streptomyces sp. en 5,30 horas se obtuvo el 100%
de germinacién de los macroconidios, b) Una
inhibicién completa cuando se inoculan junto a
Streptomyces sp., y c¢) Una inhibicion parcial
cuando se inoculan junto al filtrado de
Streptomyces sp.

El crecimiento, estudiado en el mismo medio de
cultivo, también demostré que unicamente la
presencia de este Actinomycete fue capaz de inhibir
el desarrollo.

INTRODUCCION

Las especies de Fusarium pueden ser regular-
mente patbgenas de Plantas, a saprofitas sobre
materiales vegetales, causantes de la biodegrada-
¢ién de productos industriales y productoras de

(*) Trabajo subsidiado por SECy T.

SUMMARY

[Fusarium Graminearum inhibition by a strain of
Streptomyces sp. ]

The inhibitory effect of a strain of Streptomyces
sp. isolated from soil was determined over the
germination and the growth of Fusarium grami-
nearum NRRL 2830, producer of zearalenone.

The germination of conidia was studied in malt
extract agar concluding that: a) The germination of
macroconidia was produced in a percentige of
100% during a period of 5,30 hours, in absence of
Streptomyces sp., b) When both macroconidia and
Streptomyces sp. were inoculated, a complete
inhibition was observed, and c¢) A partial inhibition
was observed when macroconidia was inoculated
with a filtrate of Streptomyces sp.

The growth studied in the same media, showed
that the presence of the Actinomycete was necessary
for the inhibition of fungal development.

micotéxinas. Dentro de los fitopatégenos, hay
especies que causan serios deterioros: pudricién
de raices, muerte de semillas y "gangrena-
ulcerosa” de los tejidos maduros.

Debido a su estrecha asociacién con las plantas
y a sus relativamente altos requerimientos de
actividad de agua para crecer, los Fusarium
usualmente se establecen en los granos antes de la
cosecha y pueden causar serios problemas en

237




Inhibicién de Fusarium graminearum por una cepa de Streptomyces sp - A. Borghi y col.

cereales almacenados después de un verano hiime-
do. Los Fusarium producen un gran mimero de
metabolitos sesquiterpenos l[lamados  tricho-
thecenos, como asi también Zearalenona, monili-
formina, butenolide y las fusarinas (1). El interés
en ellos radica en su amplia distribucién mundial
como en la identificacién de un nimero creciente
de micotoxinas presentes en forma natural y que
son consideradas como productoras de patologias
humanas y animales. Estos Fusarium toxicogé-
nicos han sido implicados en enfermedades
humanas tales como “aleukia toxica alimentaria”,
céncer esofigico y en enfermedades animales tales
como sindrome hemorrégico, estrogénico, heméti-
co, etc. Estudios recientes acerca de que los
trichothecenos producidos por especies de
Fusarinm son componentes de la llamada "lluvia
amarilla”, han incrementado el interés en estos
compuestos altamente toxicos (2).

En los granos en desarrollo y durante el alma-
cenamiento post cosecha, los hongos son expues-
tos a interacciones complejas con la especie
hospedera y su condicién fisiol6gica y etapa de
crecimiento, depende de varios factores, como la
presencia de otros microorganismos, de los bioci-
das aplicados en distintas etapas del desarrollo de
la semilla o de los preservativos empleados
durante su almacenamiento (3).

Se ha demostrado la inhibicién del crecimiento
de patbgenos fangicos vegetales por Actinomy-
cetes (4). Muchas de las inhibiciones demostradas
son debidas a una respuesta del patgeno a las
sustancias antimicrobianas producidas por el
Actinomycete (5).

En control biolégico de agentes que causan
enfermedades en vegetales puede ser efectuado
tratando las lesiones con otros microorganismos o
por inoculacién artificial en el suelo de estos, los
que pueden ser estimulados para su multiplicacién
y su?sccuentc reemplazo del patbgeno establecido
(6,7).

El propésito de este trabajo fue determinar el
poder inhibitorio de una cepa de Streptomyces sp.
sobre |a germinacién y el crecimiento de Fusarium
graminearum Schwabe (NRRL 2830), productor
de Zearalenona. El Streptomyces empleado, fue
seleccionado entre los que produjeron mayor
inhibicién del hongo.

MATERIAL Y METODOS

I Preparaci6n del inéculo de F.graminearum:

La cepa fue suministrada por el National
Regional Research Laboratory de USA. F.
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graminearum y fue sembrado en Agar Papa Saca-
rosa e mcubado a 284(., 5-6 dias hasta visualizar la
conidiogénesis. En ese momento las placas fueron
lavadas con una suspension diluida de Tween 80
que luego fue filtrada a través de seis capas de
gasa estéril, procediéndose posteriormente al
recuento de la suspensién de conidios resultantes
en camara de Neubauer. Se prepararon suspensio-
nes de aproximadamente 10~ conidios/ml.

I Aislamiento de una cepa de Streptomyces con
propiedades inhibitorias:

La cepa de Streptomyces empleada, se aisl6 del
suelo, entre los que produjeron mayor inhibicién
del desarrollo del F. graminearum al sembrarse en
placas de Agar Extracto de Malta una suspension
de tierra de un campo de cultivo de cereales
{préximo a la ciudad de Rosario) y el hongo en
estudio.

La cepa de Streptomyces sp. seleccionada fue
sembrada en un medio especial para su manteni-
miento, consistente en: glucosa 1%, polipeptona
0.2%, extracto de carne 0.1%, extracto de levadura
0.1%, sulfato de magnesio heptahidratado 0.5%,
soluciébn salina (FeSO .THZO 0.1%, ZnSO,.
7H,0  0.1%, MnCl,4H,0° 0.1% CuSO,5H,0
0.03%) 0.1% y agar Z0%: ph 7.0 (5). Los tibos’se
incubaron a 282 C, 4-5 dias, y luego se¢ conser-
varon a 42C, En el momento de usarse, la cepa fue
repicada en placas a Agar Extracto de Malta 5 dias
a 289C. A partir de las mismas se prepar6 una
suspensién acuosa usando Tween 80 como tenso-
activo y se determiné la concentracién de las
unidades formadoras de colonias de tal supension
por recuento en Agar Extracto de Malta.

II1 Germinaci6n de conidios de F.graminearum
en medio solido:

Cincuentanide la suspension de gonidios del F.
graminearum NRRL 2830 (10° macroconi-
dios/ml.) fueron sembrados sobre placas de Agar
Extracto de Malta e incubados a 282 C. A distin-
tos tiempos se determiné el porcentaje de
macroconidios productores de tubos germinativos.

IV Germinacién de conidios de F.graminearum
en presencia de Streptomyces sp.:

La germinaciébn de los conidios de F. grami-
nearum se estudid en los siguientes casos:

a) Sembrando simultineamente 0,5 ml. de (l)g
suspension de Streptomyces sp. de 3.6 x 1
ufc/ml v 50 |. de la suspensién de ro-
conidios del Fusarivm conteniendo 10° coni-
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diowyml. sobre Agar Extracto de Malta ¢
incubando a 282 C.

b) Sembrando 0,5 ml. de (1)3 suspension del
Streptomyces sp. de 3.6 x 10° u.fc./ml. en Agar
Extracto de Malta incubando 24 horas a 28¢ C
y posteriormente,_ sembrado0S ml  de la
suspension de 10° conidios/ml. de Fusarium
graminearum.

¢) Enfrentando (sobre Agar Extracto de Malta)
los macroconidos de Fusarium con 1 ml. del
filtrado obtenido a partir del medio Extracto
de levaduras glucosa inoculado con el Strep-
tomyces sp. e incubando 5 dias a 302 C.

La germinacién de conidios de F. graminea-
rum fue seguida de la misma forma que en las
condiciones basales (punto III).

V Crecimiento. Determinacién de la curva de
crecimiento en medio sdlido en condiclones
basales:

Inéculos de 2 ml de la suspepsion de F.
graminearum conteniendo 137 x 10° conidios/ml
fueron sembrados sobre placas de Agar Extracto
de Malta y el crecimiento se estim6 determinando
el diAmetro promedio (a diferentes tiempos) de las
colonias obtenidas por incubacién a 282C.

VI Crecimiento en presencia de Streptomyces sp.:

El crecimiento de F. graminearum fue
estudiado:

a) - Sembrando simultineamente 2 ml de la
suspension de F.graminearum conteniendo
137 x 10° conidios/mly 0.5 m! de la suspen-
sién de Streptomyces 3.6 x 10° u.f.c/ml. sobre
placas de Agar Extracto de Maita.

b) Sembrando 0,5 ml. de ]Ja suspensién de Strep-
tomyces sp. de 3.6 x 10° u.fc. en Agar Extracto

* de Malta incubando a 282 C durante 24 horasy
luego sembrando 2 m! de la suspensién de
conidios de F. graminearum.

VII Determinacibn de la concentracion de
glucosa:

Se utiliz6 para la determinacién de glucosa el
método enzimaitico de la glucosa oxidasa (Wiener
Lab.) con un testigo de giucosa de 100 mg/dl.

Se sembraron por separado 2 ml de la sus-
pggﬁén de F.graminearum NRRL 2830 de 1.37 x
10” conidios/ml. y 0.5 ml. de una suspensioén de
Streptomyces sp. conteniendo 3.6 x 10° u.fc/ml.,
en medio de Extracto de Malta liquido contenien-
do 1284 mg/dl. de glucosa inicial. La glucosa
residual fue determinada tomando alicuotas del
medio inoculado a diferentes tiempos.
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Gréfica # 1

Curvas de germinacién de los macroconidios del
F. graminearum NRRL 2830 sembrados en AEM
en condiciones basales, junto con un filtrado de
Streptomyces sp. simultaneamente al Streptomy-
ces sp. 0 24 horas después que el Streptomyces sp.
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Gréifica # 2

Curvas de crecimiento del F. graminearum NRRL
2830 en AEM sembrado en condiciones basales,
junto con Streptomyces sp. o 24 horas después
que Streptomyces sp.
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Tabla #1

Curvas de germinacién de los macroconidios del F. graminearum NRRL 2830 sembrados en AEM en
condiciones basales, junto con un filtrado de Streptomyces sp., simultineamente  Streptomyces sp. 0 24
horas después que . Streptomyces sp.

Porcentaje de conidios germinados

Tiempo Streptomyces  Streptomyces Filtrado
(horas) Fusarium + (24 horas) Streptomyces
solo Fusarium + +
Fusarium Fusarium
(a) (b) ()
1 20 0 0 2
2 28 0 0 4
230 39 0 0 4
3 49.5 0 0 4
330 59.5 0 0 6
4 76 0 0 6
5 95 0 0 6
6 100 0 0 6
Tabla # 2

Curvas de crecimiento del F. graminearum NRRL 2830 en AEM sembrado en condiciones basales, junto
con Streptomyces sp. o 24 horas después que  Streptomyces sp.

Didmetro colonia (mm)

Tiempo Streptomyces Streptomyces 24 horas
(dias) Fusarium + +
solo Fusarium Fusarium
1 - - 0
2 13 15 0
3 26 23 0
4 35 24 0
5 38 24.5 0
6 41 25 0
7 48 25 0
8 ' 53 25 0
9 58 25 0
10 63 25 0
1 67 25 0
12 69 25 0
13 71 - 0
14 73 - 0
15 75 - 0
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VI Determinacién del pH:

- Se tomaron alfcuotas de los cultivos en distin-
tos tiempos y se miti6 el pH con un aparato Orion
‘Research Digital Tonalyzer SO1.

El pH del medio Extracto de Malta liquido
utilizado fue de 6.65.

Tanto las determinaciones de glucosa como las
de pH fueron hechas por triplicado obteniéndose
luego el promedio de ellas.

RESULTADOS
1) Germinacién

_La determinaciones fueron efectuadas por tri-
plicado y los valores medios se presentan en la
Tabla # 1y en el Grifico # 1.

Tanto en el caso a) como en el b) no se obser-
;6 la emisién de tubo germinativo hasta las 6
oras.

2) Crecimiento.

Los didmetros promedio de las colonias obte-
nidas por incubacién a 282C se muestran en el
Grifico #2 y en la Tabla #2. (Las determinacio-
nes fueron realizadas por triplicado).

¢ 3) Determinaci6n de la concentracién de glucosa:

Las determinaciones fueron hechas por tripli-
..cado obteniéndose una disminucién de la concen-
»tracibn residual de glucosa en el medio empleado
v&'330 mg/dl. para F.graminearum y a 940 mg/dl

para Strptomyces sp. al cabo de 12 dias.

'4) Determinaci6n de pH:

Los promedios de las determinaciones indican
que ¢l pH del medio donde se cultivé F. grami-
"“tiea disminuyé gradualmente hasta el dia 7
;%%)5,45) para luego ascender hasta el dia 12 (pH

Para el cultivo de Streptomyces sp. el pH
descendi6 a 5.80 hasta los 12 dias de incubacién.

DISCUSION

Un principio bésico de ecologia comunitaria es

gu: la supervivencia de una especie, tal como
.graminearum, depende de su habilidad para
interactuar exitosamente con los factores abibticos
y bibticos de sn ambiente. Debido a que las préc-
ticas de fumigacién crean un ambiente que condu-
c¢ a la proliferacibn del patégeno, un medio
posible de control es establecer una comunidad

que inhiba al patégeno en el suelo tratado.

La proliferacién saprofitica de un patbgeno
puede ser controlada  agregando antagonistas
selectivos a suelos recientemente fumigados antes
de que ocurra la reinvasibn de este. De esta
manera se puede aumentar la eficacia de las apli-
caciones para el control biolégico y se puede
relizar frecuentemente el control de la enfer-
medad en el campo (8).

Cuando Streptomyces sp. crecié conjuntamen-
te con F. graminearum fué determinante en alte-
rar la germinacion y el crecimiento de este hongo.

Los estudios de la germinacién demostraron
que la presencia del Streptomyces sp. disminuye el
porcentaje de conidios germinados, siendo la
inhibicion total sélo en el caso en que este
microorganismo fue sembrado con anticipacion al
F. graminearum.

Teniendo en cuenta que los Streptomyces son
microorganismo tipicamente conocidos por su
produccién de sustancias antimicrobianas y de
crecimiento lento en medios sélidos, el efecto
anterior podria atribuirse a la produccion de
metabolitos inhibidores que actuarian sobre la
germinacién de los conidios de F. graminearum
maés que a una competicién por el sustrato.

Ademas sabiendo que la germinacién de los
conidios del F. graminerum es relativamente
rapida (a las 6 horas el 100% de los conidios
emitieron tubos germinativos) es probable que la
produccién de estos metabolitos se retarde permi-
tiendo en parte 1a emisién de tubos germinativos y
por eso su efecto es sblo parcial.

Cuando se estudi6é la accién del filtrado de
Streptomyces sobre la germinacién, no se observo
ningtin efecto inhibidor significativo, lo que podria
deberse a que el medio Extracto de’ levadura-
glucosa no sea el apropiado para la sintesis de la
sustancia inhibidora.

También se observé que al enfrentar Strepto-
myces sp. y F. rum, la inhibicién dei
crecimiento del hongo fue completa nicamente
cuando se sembrd anticipadamente Streptomyces
sp. tal vez por la accidén de la sustancia inhibidora
sobre la germinacion. En el caso en que los dos
microorganismos fueron sembrados simultinea-
mente, algunos conidios que no fueron afectadas
puedieron germinar, continuando su desarroilo
pero sin alcanzar las dimensiones observadas en
ausencia de Streptomyces, obteniéndose colonias
de crecimiento més restringido.

Fusarium graminearum metaboliza la glucosa
con mayor velocidad que Streptomyces sp. por lo
tanto se descartaria que el efecto inhibitorio sobre
F. graminearum sea por competencia sobre ésta
en el medio de cultivo.

Las variaciones del pH a lo largo de la expe-
riencia para Streptomyces sp.-son relativamente
pequerias. F. graminearum acidifica el medio
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hasta 545 alrededor del dia 7, luego ¢l pH
camienza a elevarse hasta 6.70 el dia 12. La
influencia de Streptomyces sp. como modificador
del pH del medio no es significativa por lo tanto
no influiria en ¢l efecto inhibitorio.

1

)]

3)

4

microorganismos antago

tos, la utilizacién de
tas presentes en ¢l

Aplicando estos co

mismo suelo donde se hallan los hongos patége-
nos permitiria efectuar el control de patégenos
vegetales en el campo, disminuyendo la necesidad
de agregar biocidas durante la labor agricola.
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