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m RESUMEN

ontextualizacion: la produccién de

la uchuva (Physalis peruviana L.), una
fruta exdtica de gran importancia comer-
cial en Colombia, se ha visto limitada por
la presencia de Fusarium sp. que causa
pérdidas de hasta el 40% de la produc-
cién; este patégeno se controla, principal-
mente, con productos de sintesis quimica.

Vacio de conocimiento: al uso indivi-
dual de microorganismos para el control
biolégico se ha convertido en una estra-
tegia ttil para disminuir el impacto cau-
sado por Fusarium sp.; sin embargo, su
actividad se encuentra limitada en campo
y por lo tanto es necesario realizar combi-
naciones en consorcio de diferentes géne-
ros microbianos como herramienta pro-
misoria para el control biolégico.

Objetivos: evaluar la actividad antagéni-
ca de la aplicacién combinada de Trichoder-
ma sp. y Bacillus sp. como biocontroladores
de Fusarium sp. a nivel de invernadero en
uchuva (Physalis peruviana L.)

Metodologia: se realiz6 el aislamiento
de microorganismos de muestras de suelo
y material vegetal de un cultivo de uchu-
va. Los aislados consistentes con Bacillus
sp. y Trichoderma sp. fueron enfrentados
en condiciones in vitro para determinar el
porcentaje de inhibicién sobre tres aisla-
dos de Fusarium sp. que mostraron pato-
genicidad en semillas de uchuva segin su

germinacion y longitud radicular. La acti-
vidad antagonista in vivo se probé de ma-
nera individual y en consorcio para aquel
Bacillus sp. y Trichoderma sp. que mds in-
hibieron el aislado de Fusarium sp. con
mayor indice de patogenicidad. Los aisla-
dos utilizados en el ensayo in vivo fueron
identificados por técnicas morfolégicas,
moleculares y filogenéticas.

Resultados y conclusiones: se obtuvie-
ron siete aislados consistentes con Bacillus
sp. con actividad inhibitoria contra tres
Fusarium sp. El aislado bacteriano IB4B
(identificado como Bacillus sp.) registrd
el mayor porcentaje de inhibicién (48%) y
TV1 (Trichoderma reesei) fue el hongo con
mayor actividad (64%), aunque no difie-
re estadisticamente de TV2 (identificado
como Trichoderma asperellum). La prueba
de patogenicidad indic6 que UCMV21
(identificado como Fusarium oxysporum)
inhibi6 la germinacién del 58% de las se-
millas evaluadas. En pruebas in vivo en
plantulas de uchuva, UCMV21 presentd
baja patogenicidad al desarrollar pocos
sintomas de marchitez vascular, sin em-
bargo, los tratamientos con el consorcio
de Bacillus sp. y Trichoderma sp., lograron
el control del patégeno y mejoraron la
longitud radicular de las plantulas.

Palabras clave: biocontrol, biotechnol-
ogy, inhibition, integrated pest control,

phytopathology
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Contextualization: The production of
cape gooseberry (Physalis peruviana
L.), an exotic fruit of great commercial
importance in Colombia, has been limi-
ted by the presence of Fusarium sp., which
causes losses of up to 40% of production.
This pathogen is controlled mainly with
chemical synthesis products.

Knowledge gap: The individual use of
microorganisms for biological control has
become a useful strategy to reduce the
impact caused by Fusarium sp. However,
their activity is limited in the field; there-
fore, it is necessary to carry out combina-
tions in consortiums of different microbial
genera as a promising tool for biological
control.

Objectives: To evaluate the antagonis-
tic activity of the combined application of
Trichoderma sp. and Bacillus sp. as biocon-
trol agents of Fusarium sp. at the green-
house level in cape gooseberry (Physalis
peruviana L.).

Methodology: Isolation of microorga-
nisms from soil samples and plant mate-
rial of a cape gooseberry crop was carried
out. The isolates consistent with Bacillus
sp. and Trichoderma sp. were tested under
in vitro conditions to determine the per-
centage of inhibition on three isolates of
Fusarium sp. that showed pathogenicity
on cape gooseberry seeds according to
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their germination and root length. The in
vivo antagonistic activity was tested indi-
vidually and in a consortium for those Ba-
cillus sp. and Trichoderma sp. that most in-
hibited the isolate of Fusarium sp. with the
highest pathogenicity index. The isolates
used in the in vivo test were identified by
morphological, molecular, and phyloge-
netic techniques.

Results and conclusions: Seven isolates
consistent with Bacillus sp. with inhibitory
activity vesus three Fusarium sp. were ob-
tained. Bacterial isolate IB4B (identified as
Bacillus sp.) recorded the highest percen-
tage of inhibition (48%), and TV1 (Tricho-
derma reesei) was the fungus with the hi-
ghest activity (64%). However, it does not
differ statistically from TV2 (identified as
Trichoderma asperellum). The pathogenici-
ty test indicated that UCMV21 (identified
as Fusarium oxysporum) inhibited germi-
nation of 58% of the seeds evaluated. In
in vivo tests on cape gooseberry seedlings,
UCMV21 showed low pathogenicity as it
developed few vascular wilt symptoms;
however, treatments with the consortium
of Bacillus sp. and Trichoderma sp. achie-
ved control of the pathogen and impro-
ved the root length of the seedlings.

Keywords: biocontrol, biotechnology,
inhibition, integrated pest control, phyto-
pathology
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8 inTroDuccION

La uchuva (Physalis peruviana L.) es una
planta perteneciente a la familia de las
solandceas, cuenta con la produccién de
un fruto exético ampliamente comerciali-
zado gracias a su sabor y su alta concen-
tracién de fenoles, carbohidratos y carote-
noides como el B-caroteno o provitamina
A (Corrales-Bernal et al., 2015). Su deman-

da ha generado una importante entrada
de ingresos para muchos paises produc-
tores, incluyendo Colombia, Sudaéfrica,
Kenia, Egipto, Perd y Ecuador (Bazalar et
al., 2019). Seguin el Ministerio de Agricul-
tura en Colombia, en el 2021 se alcanzé
la mayor cifra de exportaciones con un
valor de US$37.820.445 y un aumento del
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7% de toneladas vendidas con respecto al
ano anterior (ICA, 2022).

No obstante, diversos desafios climati-
cos y fitosanitarios que causan pérdidas
de hasta el 80% de la produccion total en
muchos de los casos, han limitado el cul-
tivo de esta fruta (Fischer et al., 2014; Gra-
nados et al., 2019). En la dltima década, la
variacién del clima ha perturbado el cre-
cimiento y la produccién de este cultivo
por el aumento en la temperatura, radia-
cién y precipitaciones; si bien, el cultivo
de uchuva no se ve fuertemente afectado
por inundaciones severas, las condicio-
nes de alta humedad alteran el ciclo de
cultivo y lo exponen a diferentes ataques
de enfermedades y plagas. Dentro de las
principales afecciones fuangicas que per-
judican a las plantaciones de uchuva se
encuentran la mancha gris que se expresa
sobre las hojas y el cdliz, producida por
Cercospora physalidis Ellis; la muerte des-
cendente ocasionada por Phoma sp. y el
marchitamiento vascular por Fusarium
oxysporum; esta ultima genera pérdidas
del 40% del cultivo y es la mds limitante
y de mayor impacto econémico (Diaz, et
al., 2012; Mayorga-Cubillos et al., 2019). Se
ha demostrado que F. oxysporum entra a la
planta por el sistema radicular, obstruye y
degrada los haces vasculares en los tallos,
genera una coloracién marrén en estos y
ocasiona clorosis, pérdida de turgencia,
baja producciéon de frutos y finalmente
el perecimiento de la planta (de Lamo y
Takken, 2020; Hudson et al., 2021). Sin em-
bargo, F. oxysporum no es la tinica especie
del género que ataca el cultivo; F. fujikuroi,
E. culmorum, F. graminearum, F. poae, F. ave-
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naceum, F. sporotrichioides y F. verticillioi-
des, también pueden llegar a afectar a la
uchuva y otros cultivos aledafios (Bakker
et al., 2018; Podgoérska-Kryszczuk et al.,
2022; Toloza-Moreno et al., 2020).

Para el control de estas enfermedades
fangicas se han propuesto estrategias se-
gun los mecanismos de infeccién y los sin-
tomas causados, como el tratamiento con
vapor y solarizacién del suelo (Dwivedi y
Dwivedi, 2020) y el control quimico con
fungicidas como Captan, Tiram, Carben-
dazim, Clorotalonil, Mancozeb, Metil tio-
fanato, Tebuconazol, Propiconazol y Dife-
noconazol (Jamil y Ashraf, 2020; Kumari
et al., 2020). Sin embargo, muchos de estos
fungicidas comerciales son poco efecti-
vos, principalmente, por el desarrollo en
estos patdgenos de diferentes mecanis-
mos de resistencia a ciertos compuestos,
lo cual obliga al agricultor a usar dosis
mds elevadas o productos con categoria
toxicolégica més alta, lo cual aumenta los
costos de produccién y ocasiona un ma-
yor impacto ambiental (Hu y Chen, 2021;
Hudson et al., 2021).

Esta situacién ha impulsado la explora-
cién de nuevas opciones de control biol6-
gico mds eficientes y sostenibles aplicables
en el manejo integral del marchitamiento
vascular inducido por Fusarium sp. Mu-
chos hongos y bacterias han mostrado
un potencial para inhibir el crecimiento
de organismos fitopatégenos y mitigar
la infeccién causada por estos en cultivos
vegetales, ya sea a través de antibiosis o
por diversos mecanismos como el mico-
parasitismo, lisis enzimadtica y competen-
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cia por espacio o nutrientes. De hecho,
algunas bacterias de los géneros Bacillus
y Pseudomonas y hongos como Trichoder-
ma sp. han mostrado un potencial para el
control biolégico de Fusarium sp. en cul-
tivos como el de uchuva (Agarwal et al.,
2017; Anusha et al., 2019; Islam et al., 2018;
Li et al., 2018; Tsegaye et al., 2018).

La capacidad antagonica exitosa de al-
gunas especies del género Trichoderma se
atribuye al micoparasitismo, la excreciéon
de enzimas liticas que causan cambios es-
tructurales a nivel celular en el patégeno,
la competencia por espacio y nutrientes,
la inhibicién de las enzimas producidas
por el patégeno para infectar la planta y
la antibiosis debida a la produccién de
metabolitos secundarios voldtiles y no vo-
latiles que inhiben el crecimiento de otros
hongos (Infante et al., 2009; Mukhopadh-
yay y Kumar, 2020).

Por su parte, las bacterias aerobias for-
madoras de endosporas del género Baci-
llus con propiedades biocontroladoras,
comunmente son usadas como fungici-
da e insecticida debido a su interaccién
con las plantas en las que estimula una
resistencia sistémica asociada a cambios
fisiolégicos y bioquimicos como la pro-
duccién de fitoalexinas; esto potencia los

sistemas de defensa de las plantas cuan-
do aquellas se encuentran expuestas a un
factor de estrés como organismos patdge-
nos. Ademds, las bacterias compiten en
la rizosfera por espacio y nutrientes con
los organismos fitopatogenos, lo que lleva
a una limitacién en el crecimiento de es-
tos hongos en el suelo (Choudhary et al.,
2007; Fira et al., 2018).

Aunque se ha demostrado el beneficio
de diferentes tratamientos en condiciones
in vitro y en campo con un tnico microor-
ganismo como controlador de hongos
patégenos, hay diversos factores en cada
agroecosistema que influyen sobre la efec-
tividad de estos (Parikh et al., 2018). Una
combinacién en consorcio de diferentes
géneros microbianos con actividad anti-
fangica permitiria la formulacién de pro-
ductos mds versatiles y que se adapten me-
jor a las diferentes condiciones de cultivo,
manteniendo el potencial biocontrolador
(Raupach y Kloepper, 1998). Por tal moti-
vo, en este trabajo se evalud la actividad
antagénica mediante aplicacién combina-
da de Trichoderma sp. y Bacillus sp. como
biocontroladores de Fusarium sp. a nivel
de invernadero en uchuva (Physalis peru-
viana L.) con el fin de proponer estrategias
adicionales en el control de enfermedades
tangicas de los cultivos de esta fruta.



CONTROL BIOLOGICO CONTRA FUSARIUM SP. EN PLANTAS DE UCHUVA (PHYSALIS PERUVIANA L.)...

Mora, M., Ochoa, A. y Osorio, V. .

MATERIALES Y METoDOS P

Aislamiento de
microorganismos

Se recolectaron 200 g de suelos de la ri-
zosfera en dos cultivos de uchuva (Physa-
lis peruviana L), uno de la vereda Panta-
lio del municipio de La Unién, Antioquia
(5°58'52.68”N 75°24’37.08”"W) y otro so-
bre la via La Unidn, Sonson (5°57/32.4”N
75°19’48”W). Las muestras se obtuvieron
a una profundidad entre 0 y 20 cm cerca
de las raices, tanto de plantas de uchuva
sanas como de plantas con signos de in-
teccion por Fusarium sp., evidenciada por
presencia de hojas amarillas y marchitas,
tallos flacidos y caidos, necrosis leve y
poco desarrollo foliar. Todas las muestras
se transportaron refrigeradas en bolsas de
polietileno. Se realizaron diluciones seria-
das a partir de una suspensién preparada
agitando 50 g de suelo en 50 ml de agua
destilada durante 30 min. Las diluciones
entre 10° y 10® se sembraron por triplica-
do en Agar Triptona Soya (TSA) y en Agar
Papa Dextrosa (PDA) para el aislamiento
de bacterias y hongos, respectivamente.

Se recolectaron ademads cinco muestras
de material vegetal como hojas y tallos
con los sintomas de infeccién por Fusa-
rium sp. mencionados, las cuales fueron
desinfectadas con hipoclorito de sodio al
2% v /v durante 1 min y lavados con agua
destilada estéril; se cortaron en fragmen-

tos de 0.5 cm y tres de cada tejido se incu-
b6 sobre Agar Rosa de Bengala (polipep-
tona micoldgica 5.0 g/L, glucosa 10 g/L,
sulfato de magnesio 0.50 g/L, fosfato po-
tasico 1 g/L, rosa de Bengala 0.06 g/L,
cloranfenicol 0.20 g/L y agar-agar 15 g/L
a pH 7) para el aislamiento de Fusarium
sp. a partir del material vegetal.

Todos los medios (TSA, PDA y Rosa de
bengala) se incubaron a temperatura am-
biente durante 2 difas para el aislamiento
de bacterias y 8 dias para la obtencién de
Fusarium sp. Los aislamientos TV1 (T. re-
esei) y TV2 (Trichoderma sp.) utilizados en
este estudio fueron donados por la L.U.
Colegio Mayor de Antioquia.

Se comprobaron los rasgos morfolégi-
cos de los hongos mediante observaciones
microscopicas con azul de lactofenol apli-
cando claves taxonémicas para su identifi-
cacion preliminar (Barnett y Hunter, 1998).
Se confirmé el aislamiento de bacterias
formadoras de endosporas por tincién de
Gram y con verde de malaquita.

Antagonismo in vitro

Para evaluar la actividad inhibitoria de
Trichoderma sp. sobre Fusarium sp. se rea-
lizaron enfrentamientos duales por tripli-
cado en PDA, para esto se ubicaron discos
de 0.5 cm de didmetro con micelio de am-
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bos hongos a una distancia entre si de 7
cm. Los hongos provenian de cultivos de
7 dias de incubacién a temperatura am-
biente en PDA. Estos ensayos se incuba-
ron a 28 °C durante 7 dias.

Los enfrentamientos duales entre Baci-
llus sp. y Fusarium sp. se realizaron por
triplicado en PDA; se ubicé un disco con
el hongo en el centro de la caja y se ino-
cularon cuatro aislados bacterianos en
estrias, cada una a 3 cm del hongo. En
este caso, las bacterias provenian de un
cultivo en agar Infusién Cerebro Corazén
(BHI) con 24 horas de crecimiento a 37 °C,
dichos ensayos se incubaron a 28 °C du-
rante 7 dias.

Se midi6 el crecimiento de las colonias y
se determiné la capacidad de los aislados
mediante el porcentaje de inhibicién del
crecimiento micelial (%I) del patégeno,
siguiendo el modelo matemadtico utiliza-
do por Gautam et al. (2015) (Ecuacién 1),
en el que %I es el porcentaje de inhibicién
micelial, T el didmetro con crecimiento
micelial influenciado y C el didmetro con
crecimiento micelial libre.

(Ecuacion 1)

Prueba de patogenicidad

Se desinfectaron semillas comerciales de
uchuva (Fercon®) en hipoclorito de sodio
al 2% v /v durante 5 minutos y se lavaron
tres veces con agua destilada estéril; se
ubicaron 15 semillas por tratamiento, cin-

co por caja de Petri con papel filtro, a una
humedad relativa del 95% y se inocularon
con 5 ml de una suspensién de 1x10°¢ coni-
dios/ml ajustado en cdmara de Neubauer,
con cada uno de los hongos patégenos a
evaluar. Las semillas se incubaron durante
15 dias a temperatura ambiente y fotope-
riodo 12 horas luz/ 12 horas oscuridad. Se
determind la presencia de micosis sobre la
semilla o radicula usando el porcentaje de
germinacién (%G) bajo el modelo mate-
matico de Gautam et al. (2015) (Ecuacion
2), ademds se midi6 con una regla gradua-
da la longitud radicular de las plantulas
para cada tratamiento.

(Ecuacion 2)

Actividad antagonica en
condiciones de invernadero

Se sembraron plantulas de uchuva (Fer-
con®) de menos de tres meses de edad y
obtenidas sin aplicacién de agroquimicos,
en bandejas con turba y cascarilla de arroz
estéril mezcladas en proporcién 50:50. Las
plantas durante todo el ensayo se mantu-
vieron bajo condiciones de invernadero
con luz natural, un fotoperiodo 12 horas
luz/ 12 horas oscuridad, temperatura
promedio de 25°C, un riego cada tres dias
con agua destilada estéril y por planta se
adicion6 una solucién de Hoagland cada
15 dias preparada de acuerdo a Realpe
Ortiz et al. (2006). Para esta prueba se
seleccioné el hongo que causé la mayor
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reduccién en la germinacién y como bio-
controladores se evaluaron un aislado de
Bacillus sp. y uno de Trichoderma sp. con
inhibiciones in vitro superiores al 45%.

Se aplicaron nueve tratamientos a las
plantas como se muestra en la Tabla 1,
para cada uno se contaba con cinco uni-
dades experimentales ubicadas de forma
aleatoria en cada bandeja y la inoculacién
del patégeno se realizé cinco dias des-
pués de adicionar los biocontroladores.
El proceso de inoculacién se realizé con
1x10° conidios/ml del hongo patégeno
y /0 1x10® conidios/ml o UFC/ml de los

Mora, M., Ochoa, A. y Osorio, V. .

biocontroladores segtin cada tratamiento.
La concentracién se ajusté en cdmara de
Neubauer para los conidios fingicos, con
un patrén McFarland 0.5 para las células
bacterianas.

Tres meses después de iniciar la inocu-
lacién, se determiné la longitud, el peso
fresco y seco del drea foliar (tallo), radicu-
lar (raiz) y de la plantula y el nimero de
hojas; adicionalmente, se realiz6 un reais-
lamiento de los microorganismos en PDA
y agar nutritivo con el fin de verificar la
presencia de los microrganismos inocula-
dos en cada tratamiento.

Tratamientos aplicados para la evaluacién de la actividad
antagoénica en condiciones de invernadero de Bacillus sp., Trichoderma sp.
y su actividad conjunta frente a Fusarium sp.

Tratamientos aplicados ‘

1) Control negativo

Plantulas sin infectar con adicion de agua destilada

Descripcion

2) Control quimico

Plantulas infectadas con Fusarium sp., tratadas con fungicida
quimico comercial Control 500® de acuerdo con las especifica-
ciones de la etiqueta

3) Control de infeccién

Plantulas infectadas con Fusarium sp. adicion de agua destilada

4) Tratamiento Bacillus sp.
(Bacillus sp.)

Plantulas no infectadas, tratadas con bacteria controladora

5) Tratamiento
Trichoderma sp.

Plantulas no infectadas, tratadas con hongo controlador
(Trichoderma sp.)

6) Tratamiento en
consorcio.

Plantulas no infectadas, tratadas con el consorcio bacteria hongo
(Bacillus sp. y Trichoderma sp.).

7) Tratamiento Fusarium
sp. y Bacillus sp.

Plantulas infectadas con Fusarium sp., tratadas con bacteria
controladora (Bacillus sp.)

8) Tratamiento Fusarium
sp. y Trichoderma sp.

Plantulas infectadas con Fusarium sp., tratadas con hongo
controlador (Trichoderma sp.)

9) Tratamiento Fusarium
Sp. Y consorcio.

Plantulas infectadas con Fusarium sp., tratadas con el consorcio
bacteria — hongo (Bacillus sp. y Trichoderma sp.).

Fuente: autores.
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Extraccion del DNA 'y
amplificacién de la region ITS

Se realiz6 la identificacion molecular
del hongo con mayor indice de patoge-
nicidad. Para esto se cultivaron los hon-
gos en caldo Sabouraud a temperatura
ambiente durante 5 dias; el micelio ob-
tenido se macer$ en nitrégeno liquido y
se adicionaron 700 ul de buffer CTAB 2X
a 65°C y cuatro ul de B-mercaptoetanol.
Después de incubar a 65 °C durante 45
min se adicionaron 700 ul de clorofor-
mo-alcohol isoamilico 24:1 y se recuper6
el sobrenadante después de centrifugar a
12000 rpm por 20 min. Se agregaron 700
ul de cloroformo y después de centrifugar
se adicioné un volumen de isopropanol
incubando a -20 °C durante 1 hora. Luego
de centrifugar nuevamente, se realizaron
varios lavados del pellet con etanol y fi-
nalmente se resuspendi6 en 50 ul de agua
ultrapura estéril (Calle, 2017). La ampli-
ficacién de la regién Internal Transcribed
Spacer (ITS, por sus siglas en inglés) se
realizé por PCR con los cebadores ITS1
e ITS4 (White et al., 1990). La reaccién se
realizé en un volumen de 30 ul que conte-
nia buffer 1X, 1.5 mM de MgCl, 0.2 mM
de dNTPs, 0.2 uM de cada cebador, 50-100
ng/ul de ADN blanco y una U de Taq po-
limerasa, con 30 ciclos de un min a 94 °C,
un min a 50 °C y un min a 72 °C, seguidos
por otra incubacién a 72 °C por cinco min.

Por otro lado, para la identificacién del
aislado bacteriano con mayor actividad
antagoénica, se extrajo ADN a partir de un
cultivo en caldo BHI utilizando el kit Wi-
zard® Genomic DNA Purification (Prome-

ga Corporation, Wisconsin, USA) segun
las instrucciones del fabricante. La am-
plificaciéon por PCR del gen ARNr 16S se
realizé con los cebadores universales 27f
y 1492r (Heuer et al., 1997). La reaccién se
realizé en 50 ul consistente en buffer 1X,
2 mM de MgCl, 0.2 mM de dNTPs, ocho
uM de cada cebador, 50-100 ng/ul de ADN
blanco y 1.25 U de Taq polimerasa, con 30
ciclosde 1 mina 94 °C, unmin a 52 °C y un
min a 72 °C, seguidos por otra incubacién
a 72 °C por cinco min (Lane, 1991).

La cuantificacién y calidad del ADN se
realiz6 en Nanodrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE) y la integridad
del ADN, asi como la presencia de produc-
tos de PCR, se confirmaron en gel de aga-
rosa 1.5% con EZ-Vision® In-Gel Solution
10000X (VWR) y visualizacién en luz ultra-
violeta. Estos dltimos se purificaron usan-
do el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up (Promega) y se secuenciaron utilizando
los respectivos cebadores, esto se realizé
en unABI-3500 automatizado utilizando el
kit BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
(Applied Biosystems), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Identificacion y analisis
filogenético

Inicialmente, se verificé la calidad y
nitidez de todos los electroferogramas, a
partir de secuencias Forward y Reverse,
seguidamente, las secuencias fueron ali-
neadas y cortadasutilizando el softwa-
re Geneious v10.0.9 (Kearse et al., 2012).
Luego, las secuencias se sometieron a
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una busqueda BLAST (Altschul et al.,
1990) para verificacion y comparacién
con las disponibles en GenBank (Madden
et al., 1996) y finalmente todas las secuen-
cias congéneres que tenian mds del 96%
de identidad se descargaron e incluyeron
en el conjunto de datos final para delimi-
tacion de especies. Como grupo externo
se utilizaron las especies Escherichia coli y
Aspergillus niger de GenBank. Para ello, se
realiz6 una inferencia filogenética bayesia-
na utilizando BEAST 1.8.2 (Drummond et
al., 2012) bajo un reloj estricto bayesiano,
con un modelo de evolucién molecular
HKY+I para aislado bacteriano, HKY para
el hongo con mayor indice de patogeni-
cidad y el hongo controlador con mayor
actividad antagénica obtenido por jModel
test v2 (Darriba et al., 2012), con modelo
de especiacion Birth Death. Los andlisis se
realizaron con 100 millones de generacio-
nes segtin el método de Monte Carlo basa-
do en cadenas de Markov (MCMC), inicia-
do con un drbol aleatorio. Los drboles y las
estimaciones de tiempo se tomaron cada
50000 generaciones, para un total de 5000
de drboles, los demds pardmetros fueron
analizados siguiendo la configuracién pre-
determinada construido en el complemen-
to BEAUti de la misma versién. Después,
se verificé la convergencia del corrido en
TRACER (Rambaut et al., 2018). A través
de los valores de los tamafios de muestra
efectivos (ESS) >200 de cada pardmetro.
Se utiliz6 TreeAnnotator (Drummond y
Rambaut, 2007) para descartar el 10% de
las lecturas (burn in) y crear un drbol ul-
tramétrico de clado maximo con probabi-
lidades posteriores de nodos, tiempos de
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divergencia promedio, e intervalos de cre-

dibilidad del 95.

Después, se llevo a cabo una delimita-
cién de especies de locus tinico (SLSD) en
R 3.4.1 (R Development Core Team, 2014),
siguiendo los modelos locmin, gmyc, y
bgmyc, segin lo propuesto por Machado
et al. (2018). El enfoque de optimizacién
del umbral de distancia y agrupacion
calculado por locmin, se realiz6 con el
paquete spider_1.5.0 (Brown et al., 2012);
por otro lado, los andlisis gmyc y bgmyc
se desarrollaron en dos fases, la primera
consta de una estimacién puntual apo-
yada del drbol de mdaxima credibilidad
antes formado en TreeAnnotator y la se-
gunda a partir de intervalos de confianza
determinados a partir de la probabilidad
posterior de 1000 drboles, todo calculado
mediante los paquetes bgmyc_1.0.2 (Reid
y Carstens, 2012), splits_1.0-19 (Fujisawa
y Barraclough, 2013), y ape_5.4 (Paradis,
Claude y Strimmer, 2004). Por dltimo, los
resultados se visualizaron utilizando el
paquete ggtree 3.0.1 (Yu et al., 2017).

Analisis estadistico

Para analizar la actividad antagonista
segun el porcentaje de inhibiciéon causa-
do por las bacterias, se implementé un
disefio completamente aleatorio (DCA)
con tres réplicas, y se aplicaron una prue-
ba no paramétrica (Kruskal-Wallis) y una
comparacién entre parejas para determi-
nar las diferencias significativas (o = 0.05)
entre los aislados. De igual forma, a fin de
analizar la inhibicién causada por Tricho-
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derma sp., se realizé un DCA y se aplicé
una prueba de t-student con el propésito
de identificar diferencias en los porcen-
tajes de inhibicién. Para determinar los
efectos de los tratamientos en condiciones
de invernadero sobre las variables germi-
nacién de semillas, nimero de hojas, peso
fresco, peso seco, longitud foliar y longi-

Aislamiento de
microorganismos

Se aislaron 21 bacterias con morfolo-
gia microscopica bacilar sin agrupacién,
Gram positivos, esporulados, con ca-
racteristicas consistentes con el género
Bacillus (Zeigler y Perkins, 2021). De las
muestras obtenidas de las rizosferas del
cultivo de uchuva ubicado en la vereda

tud radicular se implementé un andlisis
de varianza de una via y una prueba de
Tukey (a = 0.05) para comparacién mul-
tiple de medias, utilizando el software es-
tadistico IBM SPSS 25®. Previamente, se
confirmé la normalidad con la Prueba de
Shapiro Wilk e independencia de varian-
zas con la prueba de Levene.

KX resuitanos v piscusion

Pantalio, tanto de suelos de plantas sanas
como de plantas sintomaticas, se logré el
aislamiento de bacterias del género Ba-
cillus spp., dicho comportamiento no se
evidenci6 para las muestras colectadas en
la via La Unién, Sonsén, ya que, para este
caso, solo fue posible aislar microorganis-
mos de este género a partir de la rizosfera
con plantas sanas (Tabla 2).

W Tahla 2. Codificacion de los aislados consistentes con Bacillus sp. obtenidos a
partir de la rizosfera de plantas de uchuva sanas y sintomaticas

Plantas Vereda Pantalio Via La Union - Sonson
Sanas S1, S3, S4 UC151, UC152, UC252,
UC352, UC353, UC452, uC453
UC455, uC261
Con marchitez vascular IA1, IA2, IA3, IB1, IB3, IB4A, NR
IB4B, 1B4C, IB5

NR: no recuperados. Fuente: autores.
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De acuerdo con la literatura, la diver-
sidad bacteriana suele ser significativa-
mente mayor en las plantas sanas que en
las afectadas por fitopatégenos (Zhou et
al., 2021), lo que estarfa de acuerdo con
este estudio para las muestras colectadas
en la via La Unidén, Sonsén. No obstante,
no siempre ocurre de la misma manera.
Jamil ef al. (2022) y Liu et al. (2014), indi-
caron que un suelo saludable no siempre
estd asociado con una alta diversidad
bacteriana; sin embargo, la presencia de
Fusarium spp. en la rizosfera induce un
aumento en los exudados de las plantas
lo que le permite establecer interacciones
con los pocos 0 muchos microorganismos
controladores presentes en el suelo y acti-
var sus mecanismos de accion.

En este estudio, a partir de las diferentes
muestras del material vegetal colectado se
obtuvieron tres aislados de Fusarium sp.,
dos del cultivo ubicado en via La Unién,
Sonsén (UCMV12, UCMV21) y uno de Ve-
reda Pantalio (FVP22). Estos aislados en
PDA presentaron micelio velloso de color
blanco y con coloracién purpura en el re-
verso de la caja después de una semana de
incubacién y macroconidios en forma de
medialuna, hialinas y septadas que segin
diferentes claves taxondémicas permiten
confirmar el género de estos hongos (Bar-
nett y Hunter, 1998; Renteria-Martinez et
al., 2018). Aligual que en este trabajo, algu-
nos estudios han demostrado que los hon-
gos del género Fusarium, especialmente F.
oxysporum, presentan la mayor incidencia
en plantas sanas o sin sintomas de marchi-
tez en cultivos de uchuva de otras regio-
nes del pais, ademds se reportan coleccio-
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nes que retinen mds de 136 aislamientos de
esta especie (Simbaqueba et al. 2021; Tolo-
za-Moreno et al., 2020).

Antagonismo in vitro

Se confirmé que diferentes aislados del
género Bacillus inhiben el crecimiento de
Fusarium sp. Donde siete de estos (33.33%)
presentaron actividad antagénica con-
tra los tres aislados FVP22, UCMV12 y
UCMV21. El patégeno que mostré mayor
susceptibilidad y que fue inhibido por el
90% de los aislados bacterianos fue FVP22,
con los mayores porcentajes de inhibicién
causados por IB4B y UC453 con valores
de 29.82 +4.34 y 30.53 = 5.49 % respectiva-
mente (Tabla 3). Por otro lado, UCMV21
fue el hongo inhibido por menos aislados
bacterianos, aunque los méximos porcen-
tajes de inhibicién en este estudio se al-
canzaron contra este hongo por parte de
los aislados IB4A y IB4B (48.42 £ 1.82 %).

Los resultados demuestran que el ais-
lado bacteriano con mayores porcenta-
jes de inhibicién fue IB4B coinciden con
lo reportado por Vega-Torres et al. (2019),
quienes alcanzaron inhibiciones in vitro
de Fusarium oxysporum con Bacillus sp. en-
tre 26 y 56 %, aunque fueron menores del
78% obtenido por Win et al. (2021), para
uno de sus aislados de Bacillus sp. Segtin
Constanza et al. (2011), IB4B seria un aisla-
do como antagonismo medio (mostrando
inhibicién entre el 40 y 50 %) lo que indica
que su actividad podria potenciarse con la
inoculaciéon simultdnea de otros controla-
dores a pesar de que este género bacteria-
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no pueda presentar uno o mds de los prin-  mos fitopatégenos, como la excreciéon de
cipales mecanismos de accién que evitan  antibiéticos, sideréforos, enzimas liticas y
el establecimiento y desarrollo de organis-  toxinas (Villarreal-Delgado et al., 2018).

W Tabla 3. Inhibicién de aislados consistentes con Fusarium sp.
por antagonismo dual con aislados bacterianos del género Bacillus

% Inhibicion

Alslado UCMV12 UCMV21
A1 0+0.0° 0+0.0° 2.01 £ 3.47 ¢
1A2 0+0.0° 0+0.0° 9.02 + 8.67 b*
IA3 0+£0.0° 0+0.0° 7.77 £ 8.78 b
1B1 4,23 £ 1.95° 16.84 + 1.82 2 13.53 + 6.51 bc
IB3 0+0.0° 0+0.0° 6.02 + 6.51 b°
IB4A 24.51 £ 7.04 2 48.42 + 1.82 2 26.07 £ 2.17 2
1B4B 23.38 £ 5.16 ® 48.42 + 1.82° 29.82 + 4.34 @
1B4C 0+0.0° 0+0.0° 26.07 £ 5.74 2
IB5 0+0.0° 0+0.0° 0+0.0¢
S1 0+0.0° 0+0.0° 1.504 £ 1.3 ¢
S3 0+£0.0° 0+0.0° 0+0.0¢
S4 16.62 + 5.16 2 0+0.0° 9.77 + 6.51 ¢
UC151 15.38 + 7.05 @ 14.18 £ 0.0 ® 28.14 + 3.59 @
UC152 0+0.0° 2.68 £ 4.65° 23.14 £ 6.05°
UC252 0+£0.0° 0+0.0° 18.56 + 2.07 b
UC352 23.08 £ 9.61 2 44.83 + 1.62 2 26.95 + 5.49 2
UC353 0+0.0° 0+0.0° 21.98 +£4.03®
Uc452 0+£0.0° 0+0.0° 28.14 £ 3,59 @
UC453 10.77 + 2.66 2 0+0.0° 30.54 + 5.49 @
UC455 25.80 £8.04 2 3.32+ 420" 14.99 + 807 be
UC261 3.07+0.0b 30.52 + 3.54 a 11.38 + 2.07 bc

En todos los casos los valores se expresan como el promedio + desviacién estdndar. Los valores in-
dicados con distinta letra para cada hongo patégeno difieren estadisticamente (p<0.05).

Fuente: autores.
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Por otra parte, no se encontraron dife-
rencias significativas entre los porcentajes
de inhibicién presentados por los hongos
TV1y TV2 para cada hongo patégeno; sin
embargo, la médxima inhibicién fue con-
tra UCMV12 (64.38 + 10.34 %) y la menor
contra UCMV21 (56.54 + 4.53 %) (Tabla 4).
Estos resultados son similares a los repor-
tados por Tsegaye Redda et al. (2018) quie-
nes alcanzaron un rango de inhibicién de
Fusarium oxysporum del 29.72 + 3.47 al
68.76% con 20 cepas diferentes del género
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Trichoderma y a los presentados por Al-ani
y Albaayit (2018), los cuales alcanzaron
porcentajes de inhibicién superiores al
50% contra F. oxysporum raza 4. Muchas
especies del género Trichoderma han sido
ampliamente reportadas por su capaci-
dad de producir compuestos antiftiingicos
que afectan indirectamente al crecimiento
de los hongos patégenos, inducidos pro-
bablemente por la quitina de la pared ce-
lular de estos (Al-ani y Albaayit, 2018).

W Tabla 4. Porcentaje de inhibicién de los hongos consistentes con Fusarium sp.
al enfrentarse con los aislados de Trichoderma sp.

%o Inhibicion

Aislado
UCMV12 UCMV21
TV1 64.38 £ 10.34 ® 43,70 £ 15.67 2 60.34 £ 5,97 @
TV2 58.22 £ 4.27 2 56.54 + 4,53 a 63.22 £ 2.63°

En todos los casos los valores se expresan como el promedio + desviacién estdndar. Los valores
indicados con distinta letra para cada hongo patégeno difieren estadisticamente (p<0.05).

Fuente: autores.

Prueba de patogenicidad

Después de inocular las semillas de
uchuva con los tres hongos patégenos
evaluados (UCMV12, UCMV21 y FVP22)
e incubarlas durante 15 dias, se observo
una disminucién en el porcentaje de ger-
minacién y en la longitud radicular como
resultado de la infeccién (Tabla 5). El aisla-
do UCMV21 redujo la germinacién de las
semillas en un 58% vy las raices obtenidas
en este tratamiento fueron las méds cortas
(0.4 cm), en comparacién con el control

negativo (3.3 cm) (Figura 1). En todos los
tratamientos excepto el control, se obser-
v6 un micelio aéreo esponjoso y blanco
sobre la superficie de la raiz (Figura 2). La
patogenicidad de diferentes especies de
Fusarium en semillas ya ha sido reportada,
algunas cepas de F. asiaticum y F. fujikuroi,
por ejemplo, causaron dafios en semillas
de soja evidenciados por la disminucién
del peso fresco y de la germinacién de las
semillas en casi 90% (Chang et al., 2020),
siendo estos aislamientos mucho mds pa-
tégenos que los analizados en el presente
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estudio. No obstante, en otro trabajo se
encontraron reducciones del 40-66% en la
germinacion de semillas de sésamo al ino-
cularlas con F. proliferatum y reducciones
del 16.5% en el vigor (Nayyar et al., 2018),
resultados mads similares a los obtenidos
en este estudio para el aislado UCMV21.

Las diferencias encontradas en la pato-
genicidad de los tres aislamientos de Fusa-

rium como patégeno hemibiotréfico, pue-
den deberse alos mecanismos de virulencia
expresados de manera diferencial por cada
uno y que incluyen la produccién de enzi-
mas que degradan la pared celular y la sin-
tesis de micotoxinas, que les permite esqui-
var las vias de defensa de las plantas, evitar
el desarrollo vegetal y causar la muerte de
las células (Perincherry et al., 2019).

Porcentaje de germinacién y longitud radicular de semillas de

uchuva como evaluacién de patogenicidad de cada Fusarium sp. aislado

% Germinacion

Aislado Longitud de la raiz (cm)
UCMV12 80.00 £ 1.33° 0.93 £ 0.15°¢
ucmvali 42.22 £ 0.10° 0.40 £ 0.09 ©

FVP22 86.67 = 0.06 @ 1.43 £ 0.10°
Control 100 £ 0.0 ® 3.27 £ 0.15¢2°

En todos los casos los valores se expresan como el promedio + desviacién estandar. Los valores
indicados con distinta letra para cada hongo patégeno difieren estadisticamente (p<0,05).

Fuente: autores.

Figura 1. Longitud de la raiz por tratamiento. A) Control negativo (3.27 +0.15 cm)
B) FVP22 (1.43+0.1 cm). ©) UCMV21 (0.4 £0.09). D) UCMV12 (0.93 £0.15 cm)

Fuente: autores.
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Figura 2. Observacién por estereomicroscopio del crecimiento del hongo por
tratamiento. A) FVP22 B) UCMV21 C) UCMV12. Para todos los casos, se observd
un crecimiento micelial de los patégenos sobre la raiz emergente de la semilla

Fuente: autores.

Antagonismo en invernadero

De acuerdo con la escala de virulencia
de Correll et al. (1986) en funcién de la
gravedad de la enfermedad, el patégeno
UCMV21 inoculado en plantulas de uchu-
va, se puede categorizar en nivel dos, sien-
do poco virulento y agresivo, ya que, lue-
go de tres meses de estudio, las plantulas
inoculadas tnicamente con el patégeno
(Control patégeno) desarrollaron pocos
sintomas de marchitez vascular, presen-
tdndose una muy leve coloracién purpura
en la raiz, una sutil decoloracién de las ho-
jas y un crecimiento deficiente identificado
por las dimensiones mds bajas segtn las
pruebas biométricas de longitud para la
raiz (5.8 cm), el tallo (19.6 cm) y la plantula
(rafz + tallo = 25.4 cm) (Figura 3).

Esta baja patogenicidad y virulencia es
opuesta a los esperado, ya que en la prue-

ba de patogenicidad en semilla se registré
una disminucién en la germinacién, re-
sultado que podria explicarse, dado que
los hongos del género Fusarium pueden
presentar mayor o menor agresividad,
dependiendo del estadio de desarrollo de
la planta (Chang et al., 2020), lo que, para
este estudio, indicarfa que UCMV21 pre-
senta una mayor incidencia de la enferme-
dad en estados de desarrollo prematuro
de las plantas, limitando la germinacién
como se observo en la prueba de patoge-
nicidad. A pesar de esto, las plantulas de
los demds tratamientos permanecieron
asintomadticas e indicaron que todos los
tratamientos evaluados presentaron acti-
vidad biocontroladora frente a este aisla-
do. El tratamiento combinado demostré
ser el mejor en la variable longitud de raiz,
con un valor de 30.6 cm, sin embargo, este
no destacé en la longitud del tallo; posi-
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blemente la combinacién de ambos mi-
croorganismos genera la produccién de
fitohormonas que inducen la elongacién
de la raiz y retrasa el crecimiento del tallo

(Alcdntara et al., 2019). Los demads trata-
mientos no difieren estadisticamente en-
tre si con un p < 0.05 (Figura 3).

Figura 3. Longitud de la raiz, tallo y pldntula por tratamiento. Los valores
indicados con distinta letra difieren estadisticamente (p<0.05). Cada variable
respuesta fue analizada de manera independiente con respecto a los
tratamientos 1 al 9 descritos y nombrados en la Tabla 1

Fuente: autores.

Para la variable de peso fresco de la raiz,
solo el tratamiento con el patégeno (Con-
trol de infeccién) y el tratamiento con agua
(Control negativo) presentaron diferencias
significativas con valores de 0.14 y 1.46
gramos respectivamente (Figura 4). En el
peso fresco del tallo y de la pldntula, el
control con el patégeno present6 los va-
lores mas bajos y difiere estadisticamente

con los demads tratamientos, los cuales no
difieren entre si, demostrando la dismi-
nucién del crecimiento y desarrollo de la
planta a causa del patégeno presente; en-
tre tanto, en peso seco y ndmero de hojas
(cuyo conteo oscilo de 8 a 11 para todos los
casos), ningun tratamiento present6 dife-
rencias significativas, lo que indica que los
tratamientos no influyen en la biomasa de
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las pldntulas sino en la longitud de estas,
especialmente en la raiz (Figura 5).

Los biocontroladores, tanto de forma in-
dividual como en consorcio microbiano a
la concentracion inoculada, no mostraron
efectos negativos sobre los pardmetros
biométricos medidos demostrando ser
microorganismos benéficos lo que con-
cuerda con lo reportado con Chaves-Gé-
mez et al. (2021) y Zaim et al. (2018), quie-
nes al aplicar aislados del género Bacillus
sp. y Trichoderma sp. obtuvieron buenos
resultados, tanto en control bioldégico
como para el desarrollo de las plantulas
de uchuva y garbanzo respectivamente.
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Aunque el tratamiento control con el
patégeno en plantas no mostré todos los
sintomas asociados al marchitamiento
vascular, si se evidenci6 la colonizacién
de los haces vasculares, con lo fue posible
reaislar los microorganismos inoculados
de los tratamientos segiin correspondia.
Es importante resaltar que para los tra-
tamientos con Fusarium sp. y los biocon-
troladores se obtuvieron menos UFC del
patoégeno, en comparacién con el trata-
miento inoculado solo con el patégeno,
demostrando que los microorganismos
benéficos prevalecieron y proliferaron en
el suelo durante todo el estudio.

Figura 4. Peso fresco de la raiz, tallo y plantula por tratamiento. Los valores
indicados con distinta letra difieren estadisticamente (p<0.05). Cada variable
respuesta fue analizada de manera independiente con respecto a los
tratamientos 1 al 9 descritos y nombrados en la Tabla 1

Fuente: autores.
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Figura 5. Peso seco de la raiz, tallo y plédntula por tratamiento. Los valores
indicados no presentaron diferencia significativa (p<0.05) por lo que todos
se encuentran en un mismo grupo estadistico. Cada variable respuesta fue
analizada de manera independiente con respecto a los tratamientos 1 al 9 de-
scritos y nombrados en la Tabla 1

Fuente: autores.

Identificacion y analisis
filogenético

La identificacién molecular solo se rea-
liz6 para el aislamiento e IB4B, TV2 y
UCMV21, ya que fueron los microorga-
nismos que destacaron durante el estudio
y con quienes se realiz6 el andlisis de ac-
tividad antifiingica en condiciones de in-
vernadero en plantas de uchuva. Para ello

se realiz6 la amplificaciéon de regiones de
DNA barcoding 16S para la bacteria e ITS
para los hongos.

La alineacién final del conjunto de da-
tos de ARNr 16S consistié en 15 indivi-
duos, 12 especies nominales de Bacillus
Sp. y un grupo externo para enraizar el
andlisis (Escherichia coli). Del conjunto de
datos de la region ITS de Fusarium sp. 'y
Trichoderma sp. se hizo un andlisis inde-
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pendiente con 18 y 20 individuos, 13 espe-
cies nominales de Fusarium sp., 15 especies
nominales de Trichoderma sp. y un grupo
externo para enraizar el andlisis el andlisis
(Aspergillus niger).

Los resultados del enfoque SLSD de
IB4B mostraron estimaciones discordan-
tes entre locmin, gmyc y bgmyc con tres,
dos y cinco especies putativas, respectiva-
mente (Figura 6). El andlisis locmin opti-
mizé un umbral de divergencia de 0.032
(distancia p) para el conjunto de datos,
permitiendo la delimitacion de tres espe-
cies putativas del género Bacillus. Ningu-
no de los tres métodos de delimitacion de
especies de locus tinico pudo delimitar la
totalidad de las especies nominales de Ba-
cillus, sin embargo, lograron diferenciar el
género Bacillus del grupo control (E. coli),
por lo cual el aislamiento obtenido en esta
investigacion es consistente con el género
Bacillus, 1o cual fue similar a lo identifica-
do en BLASTn, dado que los aislamien-
tos, coincidian con mdltiples especies/
cepas que mostraban puntuaciones de
identidad y valores E iguales.

Mora, M., Ochoa, A. y Osorio, V. .

Estas dificultades de diferenciacion filo-
genética entre especies del género Bacillus
ya han sido reportada con anterioridad,
debido a la naturaleza altamente conser-
vada del gen 165 rRNA (Rooney et al.,
2009). Lo cual ha traido consigo un mal
uso permanente en la descripcién de im-
portantes cepas de biocontrol de este gé-
nero, como lo demuestra Fan et al. (2017)
en su estudio, en el que muchos de los
genomas de Bacillus sp. disponibles pu-
blicamente se encuentran asignados de
manera inconsistente. De acuerdo con
este autor, a menudo se designan como B.
subtilis a microorganismos representantes
de B. velezensis que simultdneamente per-
tenece al grupo operativo B. amylolique-
faciens comprendido por las especies de
B. amyloliquefaciens, B. velezensis y B. sia-
mensis, que se encuentran estrechamente
relacionada, tal y como se evidencié en
el presente estudio, en el que los clados
no estdn claramente diferenciados y no es
posible determinar con exactitud la espe-
cie del aislado IB4B.
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Figura 6. Arbol filogenético y andlisis de delimitacién de especie por
locmin, gmyc y bgmyc para el aislado IB4B

Fuente: autores.

Por otro lado, en esta prueba, TV2 mos-
tr6 estimaciones puntuales concordan-
tes entre locmin y bgmyc con dos espe-
cies putativas; mientras que gmyc fue
discordante con estos métodos, con seis
especies putativas (Figura 7). El andlisis
locmin optimizé un umbral de divergen-
cia de 0.195, por otro lado, solamente el
método gmyc pudo delimitar la totalidad
de las especies nominales y el grupo con-
trol, por lo cual TV2 es consistente con
Trichoderma asperellum, esto fue similar a
lo identificado en BLASTn, que mostraba
una identidad del 98% con esta especie.

Los resultados concuerdan con los repor-
tados por Gunaratna et al. (2019) quienes
por andlisis de la regién ITS 1 y 4 logra-
ron identificar dos aislados con actividad
antagonista como T. asperellum y T. virens
con mds del 90% de similitud en compa-
racion con las bases de datos y con la filo-
genia realizada por Kariuki ef al. (2020) de
tres aislados fangicos identificados como
T. asperellum y T. harzianum, demostrando
la viabilidad de utilizar tales marcadores
moleculares para la identificacién correc-
ta de estos aislados, tal y como se eviden-
cia en la Figura 7.
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Figura 7. Arbol filogenético y anélisis de delimitacién de especie por
locmin, gmyc y bgmyc para el aislado TV2

Fuente: autores.

Para UCMV21 los andlisis mostraron
estimaciones discordantes entre los tres
métodos de delimitacién con dos, tres y
nueve especies putativas, respectivamen-
te. El andlisis locmin optimizé un umbral
de divergencia de 0.217, permitiendo la
delimitacién de dos especies putativas del
género Fusarium (Figura 8). Unicamente
el modelo gmyc logré delimitar por com-
pleto las especies nominales del género, al
igual que el grupo control (A. niger), clasifi-
cando a UCMV21 dentro del grupo nomi-
nal Fusarium oxysporum. Esto fue similar
a lo identificado inicialmente en BLASTn,
dado que los aislamientos, coincidian con

multiples cepas con identidades entre el
85y 90%. Al igual que con T. asperellum,
las regiones ITS evaluadas, permitieron la
identificaciéon de F. oxysporum al igual que
Bektast y Kusek (2019) quienes mediante
los cebadores fiingicos universales I1TS1
e ITS4 amplificaron con éxito para todas
las cepas altamente virulentas con un 90%
de similitud con F. oxysporum para los 41
aislados reportados, siento esta region la
mds utilizada para estudios filogenéticos
en F. oxysporum, debido a la especificidad
de especie y por proporcionar mejores
distincién a nivel de subespecies (Schoch
et al., 2012; Suga et al., 2000).
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Figura 8. Arbol filogenético y andlisis de delimitacién de especie por
locmin, gmyc y bgmyc para el aislado UCMV21.

Fuente: autores.

I} coNcLUSIONES

e aislaron 12 bacterias del género Baci-
llus a partir de muestras de suelo de la
rizosfera de plantas sanas y 9 de muestras
de suelo de plantas con sintomatologia de
infeccién por Fusarium sp. Igualmente, se
obtuvieron tres aislados del género Fusa-

rium a partir de muestras de material ve-
getal recolectado enlos dos sitios de mues-
treo visitado. En este estudio se evidencio
la actividad antagonista del aislado TV2
identificado como Trichoderma asperellum e
IB4B (Bacillus sp.) frente a UCMV21 iden-
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tificado como Fusarium oxysporum, un pa-
tégeno de semillas y plantulas de uchuva
que segun pruebas in vitro e in vivo redu-
jo la germinacién en un 58% en caja Petri
y disminuy6 los pardmetros biométricos
medidos en condiciones de invernadero.
Tanto de forma individual como en con-
sorcio microbiano, T. asperellum y Bacillus
sp. mejoraron los pardmetros biométricos
de la planta, especialmente la longitud de

Mora, M., Ochoa, A. y Osorio, V. .

raiz de las plantulas, posiblemente por la
produccién de fitohormonas que serfan de
interés para un futuro estudio; adicional-
mente, para confirmar la buena actividad
reportada de los biocontroladores que se
equipara estadisticamente con el control
quimico, es necesario nuevos andlisis uti-
lizando un Fusarium sp. mucho mds paté-
geno y virulento que el estudiado.
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