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Resumen

Las enfermedades causadas por hongos del género Fusarium ocasionan dafios
ecologicos y econdmicos en una gran variedad de cultivos. EI método de control
tradicional de estas enfermedades es el uso de agroquimicos sintéticos, los cuales
pueden afectar la salud humana y el ambiente. Existe un interés creciente para la
busqueda de agentes de control biolégico (ACB) de hongos fitopatdgenos del
género Fusarium, para promover alternativas de manejo mas sustentables. Nuestro
objetivo fue revisar la literatura existente sobre las alternativas de control biolégico
contra Fusarium spp. que se han desarrollado en México, y corroborar a través de
un estudio de caso, la posibilidad de usar bacterias asociadas a la filosfera y
rizésfera del aguacate como agentes promisorios de control biolégico contra
Fusarium spp.

Nuestra revision mostré que el enfoque principal de los estudios de control
biologico contra Fusarium spp. ha sido el aislamiento de bacterias, en particular
rizobacterias de diferentes cultivos y pertenecientes al género Bacillus. En
contraste, el uso de hongos como ACB contra Fusarium es aun incipiente. Los
estudios mas recientes integran la caracterizacion de los compuestos naturales
microbianos responsables de la actividad antifungica observada. Nuestro estudio de
caso permitié identificar a bacterias de la filosfera y rizésfera del aguacate como
posibles ACB contra hongos fitopatdogenos del género Fusarium, a nivel in vitro. La
emision de compuestos difusibles y volatiles forma parte de la interaccion
antagonica. Corroboramos que la filésfera representa un potencial nicho de
oportunidad para la busqueda de ACB.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion enfatizan la necesidad
de: 1) extender la busqueda de ACB a habitats diferentes de la rizosfera,
enfocandose a ambientes extremos y a géneros microbianos aun poco estudiados;
2) investigar la produccion de compuestos antifiungicos bajo diversas condiciones
de cultivo, considerando las interacciones con otros microorganismos; 3) escalar las

investigaciones a condiciones de campo.
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1.INTRODUCCION

La produccion agricola juega un papel importante en la economia mexicana, debido
a que, anualmente, representa un 64.6% del valor generado por las actividades del
sector primario (CEDRSSA, 2019). Sin embargo, esta produccién se ha encontrado
expuesta a diversos factores que influyen negativamente en su rendimiento y
eficiencia. Entre estos factores destacan los hongos fitopatégenos, los cuales
ocasionan el 30% de las enfermedades encontradas en plantas a nivel mundial
(Anderson et al., 2004; Mdller y Stukenbrock, 2017). Dentro de los hongos
fitopatdgenos prepondera el género Fusarium, al contar con una amplia diversidad
genética y capacidad de diseminacion, y al posicionarse como el responsable de
por lo menos una enfermedad en la mayoria de los cultivos (Leslie y Summerell,
2006).

El tratamiento de las enfermedades causadas por Fusarium se realiza
comunmente a través del uso de productos quimicos sintéticos, los cuales pueden
ocasionar un impacto sobre la salud humana y el funcionamiento del ecosistema
(Tang et al., 2021). Ademas, el uso inadecuado de agroquimicos puede resultar en
un aumento de los costos de produccion y la promocién del desarrollo de resistencia
por parte de los patdgenos fungicos (Cabrera et al., 2020). En este contexto, existe
un interés creciente para la busqueda de agentes de control biolégico (ACB) de
hongos fitopatdgenos del género Fusarium, para promover alternativas de manejo
gue sean mas amigables con el medio ambiente y la salud humana. El control
biologico se define en este caso como un método de mitigacion de enfermedades
gue consiste en utilizar microorganismos vivos, o0 los compuestos nhaturales que
éstos producen, como antagonistas del agente fitopatdgeno que se requiera

controlar (Cordova-Albores et al., 2021).

Es por ello que esta investigacion tiene como finalidad analizar las
alternativas de control biolégico contra hongos del género Fusarium que se han
desarrollado en México, por medio de una revision bibliografica, asi como,

corroborar por medio de un estudio de caso, la posibilidad de usar bacterias
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asociadas a un cultivo de importancia para el pais como agentes promisorios de

control biologico contra hongos del género Fusarium.

2. ANTECEDENTES

2.1 El género Fusarium: caracteristicas generales y relaciobn con

enfermedades de cultivos en México

El género Fusarium esta constituido por alrededor de 200 especies clasificadas en
22 complejos (Laurence et al., 2016). Los hongos del género Fusarium son hongos
filamentosos, cosmopolitas, ampliamente distribuidos en el suelo y asociados a
plantas, descritos con mayor frecuencia como colonizadores de la rizésfera, ya sea
como parasitos o saprofitos (Nelson et al., 1994). Ademas del suelo, Fusarium,
también se ha reportado en habitats acuaticos, tanto de aguas dulces como saladas
(Palmero et al., 2009; Cutuli et al., 2015). En relacion a su distribucion geogréafica,
Fusarium abarca regiones tropicales y templadas, pero también se ha reportado en
regiones con condiciones ambientales extremas, por ejemplo, en areas desérticas
o articas (Kommedahl et al., 1988; Gutiérrez-Ruacho et al., 2018). La amplia
distribucion de Fusarium se puede atribuir a su capacidad para crecer en diversos
sustratos y a sus eficientes mecanismos de dispersion (Nelson et al., 1994).

Algunas especies del género producen micotoxinas como metabolitos
fungicos secundarios, las cuales son dafiinas para humanos y otros animales. Entre
ellas, destacan las fumonisinas, una familia de micotoxinas cancerigenas
transmitidas a través del consumo de alimentos, especificamente cereales
(Gelderblom et al., 1988; Corréa et al., 2018); los tricotecenos, asociados
frecuentemente con toxicosis humanas y con supresion del sistema inmunoldgico,
hemorragias, y muerte de ganado (Munkvold, 2017); y las zearalenonas,
micotoxinas asociadas con anomalias reproductivas principalmente en porcinos,
como la infertilidad y la perturbacion de la implantacion de embriones (Peraica et
al., 1999; Metzler et al., 2010; Rogowska et al., 2019).

De igual forma, las micotoxinas emitidas por Fusarium ocasionan dafios

importantes en plantas (Perincherry et al., 2019). Los principales fitopatogenos
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estudiados se agrupan dentro de cuatro complejos de especie: 1) Complejo de
especies de Fusarium fujikuroi (FFSC, por sus siglas en inglés), asociado a la
contaminacion por fumonisinas en cereales, y relacionado con enfermedades en el
maiz, sorgo, arroz, cafia de azucar, mango, entre otros cultivos, 2) Complejo de
especies de Fusarium graminearum (FGSC, por sus siglas en inglés), responsable
de la contaminacién del grano con micotoxinas de tricoteceno tipo B y zearalenona.
Los miembros de este complejo se asocian a enfermedades en los cereales de
grano pequefio, como el maiz, 3) Complejo de especies de Fusarium solani (FSSC,
por sus siglas en inglés) los miembros de este grupo causan la pudricion de las
raices de numerosos cultivos, pero no contribuyen de manera importante a la
exposicion a micotoxinas en humanos o ganado y 4) Complejo de especies de
Fusarium oxysporum (FOSC, por sus siglas en inglés), los miembros de este
complejo son conocidos por causar enfermedad de marchitez vascular, pero
también son fitopatdgenos responsables de la pudricion de la raiz en diversos
cultivos. No se consideran contribuyentes importantes a la exposicion a micotoxinas
en humanos o ganado (Aoki et al., 2014; Munkvold, 2017).

Colectivamente, las enfermedades causadas por Fusarium incluyen
marchitez, tizones, podredumbres y chancros de muchos cultivos y especies
silvestres (Ma et al., 2013). En el caso particular de México, el género Fusarium
dafa cultivos de gran importancia agricola y cultural como el maiz, al ocasionar
pudricion del tallo, de la mazorca y de la raiz (SERR, por sus siglas en inglés),
enfermedad causada por las especies F. graminearum y F. verticillioides (Figueroa-
Lopez et al., 2016; Cabrera et al.,, 2020); la fresa, al generar la enfermedad
denominada “secadera”, relacionada con la presencia de F. verticillioides, entre
otros hongos (Mariscal-Amaro et al., 2017); el aguacate, al producir cancro y
pudricion de raiz causados por F. oxysporum, F. solani, F. equiseti, F. sambucinum,
F. moniliforme, F. tabacinum, y F. sporotrichioides (Ceja-Torres et al., 2000;
Carranza et al., 2015; Solis-Garcia et al., 2021); el chile, al causar marchitez por
parte de F. solani y F. oxysporum (Vasquez-Lopez et al., 2009; Robles-Hernandez
et al., 2015) y el tomate, al ocasionar marchitez vascular asociada a la presencia de

F. oxysporum y F. falciforme (Herrera-Téllez et al., 2019; Vega-Gutiérrez et al.,
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2019), siendo estos ultimos responsables de pérdidas de produccion de hasta el

60% (Ascencio-Alvarez et al., 2008). El Cuadro 1 resume las distintas enfermedades

causadas por Fusarium spp. en cultivos de importancia en México.

Cuadro 1. Especies del género Fusarium relacionadas con enfermedades de cultivos en México.

Agentes causales Cultivo Enfermedad Referencias
F. graminearum Zea mays Pudricion del tallo, de la Figueroa-Lopez et al.,
F. verticilliodes mazorcay de la raiz 2016; Cabrera et al.,
2020
F. verticilliodes Fragaria vesca La secadera Basurto-Cadena et al.,
2012

Fusarium sp. M3B  Capsicum annum
F. solani

F. oxysporum

Marchitez del chile

Robles-Hernandez et
al., 2015; Sagredo-
Beltran et al., 2018

F. oxysporum Ormosia Pudricion de la raiz y marchitez  Herndndez-Hernandez
F. solani macrocalyx de la hoja etal., 2018
F. verticilliodes
F. solani Sporobolus Pudricion de la raiz Martinez-Raudales et
F. oxysporum airoides al., 2017
F. oxysporum Persea Tristeza del aguacate (Pudricion ~ Carranza et al., 2015
F. sambucinum americana de la raiz)
F. moniliforme
F. tabacinum
F. solani
F. sporotrichioides
F. oxysporum Persea Cancro Ceja-Torres et al.,
F. solani americana 2000
F. equiseti
F. oxysporum Solanum Marchitez vascular Medina-Romero et al.,

lycopersicum var.

cerasiforme

2017; Herrera-Téllez et
al., 2019
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2.2 El cultivo de aguacate en México y sus principales fitopatdbgenos

México es el principal productor de aguacate, contribuyendo con el 60% de la
produccion mundial (FAO, 2019). A nivel nacional, la produccion de aguacate esta
concentrada en Michoacéan. La produccién aguacatera del estado de Michoacan ha
oscilado entre el 80 y 85% del total nacional. Los siguientes estados con mayor
produccion son: Estado de México, Jalisco, Nayarit y Morelos (SIAP, 2016). Sin
embargo, el cultivo del aguacate es susceptible a enfermedades que generan
incrementos en los costos de produccién, disminuyendo la rentabilidad del cultivo,
debido a que tanto las plagas como las enfermedades afectan la calidad de la fruta
y limitan su comercializacion y exportacién (Rodriguez-Campos et al., 2017). De
manera especifica, el cultivo de aguacate es susceptible a multiples enfermedades
causadas por hongos y oomicetos microscopicos que afectan diferentes organos:
frutos, tallos, ramas, raices y 6rganos florales (Tamayo, 2007).

Entre las enfermedades de mayor importancia en cultivos de aguacate, por
su frecuencia y severidad, se destacan: la pudricion de raices, ocasionada por el
oomiceto Phytophthora cinnamomi y los hongos F. oxysporum, F. sambucinum, F.
moniliforme, F. tabacinum, F. solani y F. sporotrichioides, que atacan el sistema
radicular y la base del tallo, evitando la absorcion de agua y su transporte al follaje,
y produciendo marchitez, secamiento y muerte repentina del arbol (Carranza et al.,
2015; Rodriguez-Campos et al., 2017); la rofia causada por el hongo Sphaceloma
perseae la cual afecta a las hojas, principalmente las nuevas, y dafiando a los frutos,
deteriorando su calidad. En el fruto ocasiona lesiones irregulares color marrén. En
ataques severos, los brotes y las hojas se necrosan, se enroscan hacia arriba y
pueden llegar a morir (Rodriguez-Campos et al., 2017); la antracnosis del fruto,
enfermedad causada por Colletotrichum gloeosporioides, se desarrolla antes de la
cosecha y se manifiesta en postcosecha. Inicialmente se manifiesta con manchas
redondas color marrén, paralelamente, el hongo produce una pudricién en la pulpa
del fruto, que ocasiona un sabor desagradable y avanza hasta colonizar el hueso
(Rodriguez-Campos et al.,, 2017); la mancha angular de la hoja por
Pseudocercospora purpurea (Tamayo, 2007), esta enfermedad ataca a las hojas y

produce lesiones pequefias color marrén obscuro, provocando la caida de todo el
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fruto del &rbol. En postcosecha, ocasiona la llamada mancha negra en el fruto; el
cancro, una enfermedad ocasionada por diversos géneros de hongos como
Neofusicoccum, Botryosphaeria, Lasidiploidia, Diploidia y Fusarium (McDonald et
al., 2009; Garcia et al., 2017; Lawrence et al., 2017); su importancia radica en la
velocidad de desarrollo y capacidad de dafio alrededor del tronco. Reduce el vigor
del arbol con produccion de frutos pequefios y de mala calidad, un sintoma
frecuente es la muerte necrética de hojas e inflorescencias, que pueden llevar a la
muerte de arbol. Ceja-Torres et al. (2000) describieron dos tipos de cancro, el tipo
“‘A” y el tipo “B”. Los autores reportaron que el cancro tipo “A” es causado por F.
oxysporum, F. solani, F. equiseti, y Nectria galligana, generando manchas obscuras
en el exterior del tronco y ramas, asi como lesiones café-rojizo en el interior que se
extienden hacia los tejidos vasculares, mientras que el cancro tipo “B” se asocia con
la infeccion por oomicetos del género Phytophthora; y la marchitez por Fusarium
(FD, por sus siglas en inglés), una enfermedad recientemente descrita vectorizada
por escarabajos del género Euwallacea (Eskalen et al., 2012). Se ha informado que
la marchitez por Fusarium representa una amenaza globalmente significativa para
los bosques naturales, los paisajes urbanos y los cultivos frutales, particularmente
el aguacate (O'Donnell et al., 2016). La colonizacion por los hongos de las galerias
excavadas por el escarabajo precede a una invasion fungica de los tejidos
vasculares, que bloguea el transporte de nutrientes a las partes mas altas del arbol,
lo que conduce a la marchitez, la muerte de las ramas y, en casos graves, la

mortalidad de los arboles (Eskalen et al., 2013).

2.3 Control bioldgico

Existe un interés creciente para la busqueda de ACB de hongos fitopatégenos del
género Fusarium, para promover alternativas de manejo que sean amigables con el
medio ambiente y la salud humana. El control biolégico se define en este caso como
un método de mitigacion de enfermedades que consiste en utilizar microorganismos
vivos, 0 los compuestos naturales que éstos producen, como antagonistas del

agente fitopatégeno que se requiera controlar (Cérdova-Albores et al., 2021).
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La investigacion de los ACB contra Fusarium se ha concentrado en el estudio
de los aislados bacterianos de origen rizosférico y los metabolitos secundarios
involucrados en la interaccion antagonica. Por ejemplo, las enzimas hidroliticas
como glucanasas y proteasas, asi como, los antibidticos lipopeptidicos de las
familias surfactinas, fengicinas e iturinas A, secretados por bacterias presentes en
el rizoplano de aguacate, se han reportado como los principales compuestos
naturales con propiedades antifingicas contra F. oxysporum y Rosellinia necatrix.
Particularmente, se describié que los aislados bacterianos B. subtilis PCL1608 y
PCL1612, redujeron la incidencia de la pudricion de la raiz de tomate (S.
lycopersicum), causada por F. oxysporum, en un 40-53%. Ambos aislados
bacterianos se caracterizaron por una produccion elevada del lipopéptido iturina A
(Cazorla et al., 2007). De igual forma, los lipopéptidos secretados por Bacillus
subtilis SPB1, aislado bacteriano de suelo tunecino contaminado por hidrocarburos,
se han reportado como agentes antifungicos contra F. solani, fitopatégeno presente
en tubérculos de papa (Solanum tuberosum) y plantulas de tomate. A nivel in vitro,
se ha descrito que dichos metabolitos son capaces de ocasionar una lisis del
micelio, y unainhibicién de la formacion y germinacion de las esporas fungicas (Mnif
et al., 2015).

Los compuestos organicos volatiles (VOCs, por sus siglas en inglés) también
se han descrito como metabolitos emitidos por bacterias rizosféricas, con
propiedades de control biologico contra Fusarium. Por ejemplo, se ha documentado
gue los VOCs emitidos por Bacillus sp. B44, aislado bacteriano de la rizosfera de
tomate, ocasionan un 70% de inhibicién del crecimiento micelial de F. oxysporum,
fitopatdgeno responsable del marchitamiento en tomate. El analisis de GC-MS
(Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, por sus siglas en
inglés), permitio identificar al acido 1,2-bencenodicarboxilico (23,99%), 6-
undecilamina (6,61%), 2-metiloctacosano, acido 9-octadecenoico (5,13%) y 1-
tetradecanamina, N, N-dimetilo (5,05%), como los cinco compuestos volatiles

principales (Jangir et al., 2018).
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En general, los géneros Bacillus y Pseudomonas se han catalogado como
las principales bacterias estudiadas por su actividad de biocontrol, al presentar un
arsenal de mecanismos de accion, como la competencia por hierro mediada por
sideroforos, la produccion de antibioticos y la resistencia sistémica inducida
(Raaijmakers et al., 1995; Khan et al., 2018; Guevara-Avendano et al., 2018), asi
como la presencia de otras propiedades de interés agricola, como la promocion del

crecimiento vegetal (Méndez-Bravo et al., 2018).

2.4 Fil6sfera

La filésfera esta conformada por las partes aéreas de una planta, en las que se
incluyen el tallo, las hojas, las flores, y los frutos (Wiraswati et al., 2020). Se
considera un habitat complejo, debido a las condiciones ambientales que lo definen,
como la limitacion de nutrientes, la desecaciéon, y la alta radiacion ultravioleta
(Vorholt, 2012; Stone et al.,, 2018). Las bacterias presentes en la filosfera han
desarrollado mecanismos que les permiten resistir a las condiciones adversas de
este entorno (Andrews y Harris, 2000; Lindow y Brandl, 2003; Vorholt, 2012), y se
han descrito como los microorganismos mas exitosos para colonizarlo, se estima un
promedio de 10%-107 bacterias por cm® de superficie de la hoja y una abundancia
bacteriana global presente en la fildsfera de hasta 10%° células bacterianas (Vorholt,
2012). Ademas, son capaces de inhibir a microorganismos fitopatégenos por medio
de mecanismos directos e indirectos como la produccion de compuestos
antimicrobianos y la competencia por recursos (Chaudhary et al., 2017), por lo que
se han propuesto como un nicho de oportunidad para la busqueda de ACB

bacterianos (Baez-Vallejo et al., 2020).
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3. JUSTIFICACION
Fusarium es considerado uno de los géneros mas importantes de hongos
fitopatdgenos, responsable de ocasionar una variedad de enfermedades en plantas,
relacionadas con la marchitez vascular y la pudricién de raices, tallos y frutos, en
innumerables cultivos agricolas, horticolas, ornamentales y forestales de
importancia econdémica en todo el mundo (Summerell, 2019; Dean et al., Xia et al.,
2020). Ademaés, Fusarium se caracteriza por albergar importantes especies
productoras de micotoxinas, perjudiciales para los animales y la salud humana
(Khaneghah et al., 2020). Por lo tanto, el control de Fusarium se ha vuelto
imprescindible para la seguridad alimentaria (Gonzélez-Chang et al., 2016; O’Brien,
2017), y las estrategias de manejo integral de las enfermedades causadas por
Fusarium deben considerar el control bioldgico como alternativa. En este sentido,
se han desarrollado diversas investigaciones a nivel nacional, enfocadas en el
control biolégico de Fusarium como una alternativa amigable con el medio ambiente
y la salud humana. Por ello, analizar cuales son los principales ACB estudiados, qué
habitats han sido explorados para su bdsqueda, en qué fase de investigacion se
encuentran (in vitro, invernadero y/o campo), y qué factores se han tomado en
cuenta para el desarrollo de nuevas formulaciones, permitira comprender el estado
actual del biocontrol de Fusarium en México; asimismo, identificar aquellas areas
de oportunidad para lograr estrategias mas eficientes de control biolégico de
Fusarium spp. Ademas, corroborar por medio de un estudio de caso, la posibilidad
de usar bacterias asociadas a la filésfera de un cultivo de importancia para el pais
como ACB contra Fusarium spp., sentard las bases para poder entender qué
mecanismos rigen la interaccion ACB - fitopatdgeno, y permitird proponer la

exploracion de nuevos habitats como posibles fuentes de ACB exitosos.

20



4. HIPOTESIS
- Al ser México un pais sustentado en la agricultura con diversos cultivos expuestos
al ataque de hongos fitopatégenos del género Fusarium, se espera encontrar, por
medio de una revision bibliogréfica, una investigacién extensa sobre métodos de
control biolégico de las enfermedades que estos hongos causan. Ademas, se
espera que el avance de dicha investigacion se vea reflejado en una aplicacion

exitosa en campo.

- Por medio de un estudio de caso encaminado a verificar el potencial de
microorganismos como posibles agentes de control biolégico de hongos
fitopatdgenos del género Fusarium, se espera que bacterias asociadas a arboles de
aguacate inhiban el crecimiento micelial de aislados de Fusarium spp., obtenidos a

partir de arboles de aguacate.

5. OBJETIVOS

Objetivo general
Analizar las alternativas de control biolégico contra hongos fitopatdogenos del género

Fusarium que se han desarrollado en México a través de una revision bibliografica,
y corroborar, a través de un estudio de caso, la posibilidad de usar bacterias
asociadas a un cultivo de importancia para el pais como agentes promisorios de

control biologico contra Fusarium spp.

Objetivos particulares

1. Realizar una revision de la literatura existente sobre las investigaciones llevadas
a cabo en México para mitigar el impacto de enfermedades causadas por Fusarium
spp. gracias al uso de agentes microbianos de control bioldgico.

2. Caracterizar morfolégicamente aislados bacterianos asociados a arboles de
aguacate, pertenecientes a la colecciéon de Laboratorio de Microbiologia Ambiental
Péatzcuaro del INECOL.

3. Evaluar la actividad antifungica de bacterias asociadas a arboles de aguacate

contra hongos del género Fusarium a través de ensayos de antagonismo in vitro.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Revision bibliogréfica

La busqueda de articulos cientificos se implement6 en la base de datos Scopus,
utilizando como palabras claves: "Fusarium”, "antifungal" AND "bacteria" asi como
"Fusarium", "antifungal" AND "fungi". En ambas busquedas, se definié “México”
como pais de afiliacion. No se utilizé6 margen de tiempo definido y se utilizaron todos
los articulos publicados hasta el 21 de mayo del 2021. Se desarroll6 una
clasificacion general de las estrategias de control biolégico en funcion del agente

activo en el que se basan: Bacterias, Hongos y Productos Naturales.

6.2 Estudio de caso

6.2.1 Obtencion y reactivacion de bacterias

Se seleccionaron 12 aislados bacterianos provenientes de filésfera (H-A1-3-Al, H-
Al-3-C1, H-A2-3-Al, H-A3-3-Al, H-A5-3-B1, H-A6-3-Al, H-A6-2-B2, H-A6-3-C1, H-
A7-2-A2, H-A7-2-A4, H-A8-2-C1 y H-A7-3-B1) y 3 aislados asociados a rizosfera
(SO, HA, e INECOL-5911) de arboles de aguacate, pertenecientes a la coleccion de
Laboratorio de Microbiologia Ambiental Patzcuaro del INECOL (Cuadro 2). La
actividad antifingica de los aislados obtenidos de rizésfera contra F. solani, F.
euwallaceae y/o F. kuroshium fue reportada en estudios previos (Guevara-
Avendafo et al., 2018, 2019). Sin embargo, los aislados provenientes de filésfera
no fueron caracterizados previamente, por lo que fue necesario realizar su

descripcion morfolégica.

Cuadro 2. Aislados bacterianos utilizados en los ensayos de antagonismo contra

Fusarium spp.

Clave Aislado Proveniencia Lugar de Identificacién
bacteriano procedencia molecular
Bl H-A1-3-Al Filésfera - Huatusco,
Persea Veracruz
americana
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B2 H-A1-3-C1 Filosfera - Huatusco,
Persea Veracruz
americana
B3 H-A2-3-Al Filosfera - Huatusco,
Persea Veracruz
americana
B4 H-A3-3-Al Filosfera - Huatusco,
Persea Veracruz
americana
B5 H-A5-3-B1 Filosfera - Huatusco,
Persea Veracruz
americana
B6 H-A6-3-Al Filosfera - Huatusco,
Persea Veracruz
americana
B7 H-A6-2-B2 Filosfera - Huatusco,
Persea Veracruz
americana
B8 H-A6-3-C1 Filosfera - Huatusco,
Persea Veracruz
americana
B9 H-A7-2-A2 Filosfera - Huatusco,
Persea Veracruz
americana
B10 H-A7-2-A4 Filosfera - Huatusco,
Persea Veracruz
americana
B11 H-A8-2-C1 Filosfera - Huatusco,
Persea Veracruz
americana
B12 H-A7-3-B1 Filosfera - Huatusco,
Persea Veracruz
americana
HA HA Rizésfera - Escondido, Bacillus sp.
Persea California
americana
SO SO Rizésfera - Escondido, Bacillus sp.
Persea California
americana
INECOL- INECOL-5911 Rizésfera - Escondido, Bacillus sp.
5911 Persea California
americana
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Las bacterias provenientes de filosfera se encontraban almacenadas a -20°C,
en tubos Eppendorf con 1 ml de medio Luria-Bertani (LB) liquido y glicerol al 20%.
Para su reactivacion, se tomaron 20 pl de cada aislado bacteriano y de manera
inmediata se colocaron en el centro del borde de una placa con medio LB soélido. En
seguida, los aislados bacterianos se sembraron en la placa a través de un estriado
masivo, utilizando un asa bacterioldgica estéril. Por ultimo, las placas se sellaron
con plastico adherente y se incubaron a 25°C por 24 y 48 horas, en funcién del
crecimiento observado.

Para la reactivacion de los aislados rizosféricos, los cuales se encontraban
almacenados a 4 °C, se tomé una sola colonia de cada aislado bacteriano, con la
ayuda de un asa bacterioldgica estéril, y se sembr6 en una placa con medio LB
solido, a través de un estriado masivo. Posteriormente, las placas se sellaron con
plastico adherente y se incubaron a 25°C por 24 y 48 horas, en funcion del

crecimiento observado.

6.2.2 Obtencion y reactivacién de hongos del género Fusarium

Para los ensayos de antagonismo bacteria — hongo, se utilizaron los hongos
Fusarium sp. B1, proveniente del tallo de aguacate y F. solani A11, proveniente de
la rizosfera de arboles de aguacate en la huerta San Carlos, Huatusco, Veracruz.
Estos aislados fungicos fueron identificados anteriormente como hongos patdégenos
del aguacate (Ceballos, 2019; Solis-Garcia et al., 2021). Adicionalmente, se incluyo
el hongo Fusarium sp. BM-06, el cual fue aislado de un escarabajo ambrosial de la
especie Xylosandrus morigerus (Sanchez-Rangel, comm. pers.).

Los hongos Fusarium sp. B1 y F. solani A11 se encontraban almacenados a
-4°C, en tubos Falcon con 14 ml de medio Agar Papa Dextrosa (PDA) liquido. Para
su reactivacion, se tomaron 50 pl de micelio, los cuales se depositaron en el centro
de una placa con medio PDA solido. Por ultimo, las placas se sellaron con plastico
adherente y se incubaron a 25°C por 7 dias.

Para la reactivacién del hongo Fusarium sp. BM-06, el cual se encontraba
almacenado a 4°C, se tomo un disco de micelio de 5 mm de diametro del borde del

crecimiento micelial del hongo y se coloc6 en el centro de una placa de PDA.
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Posteriormente, la placa se sell6 con plastico adherente y se incubé a 25°C por 7

dias.

6.2.3 Caracterizacion morfolégica de las cepas bacterianas

La morfologia celular de los aislados bacterianos obtenidos a partir de las muestras
de filosfera de aguacate se observé después de realizar una tincion de Gram, para
describir la forma celular y verificar la pureza del cultivo bacteriano con ayuda de un

microscopio Optico (Axio Imager A2).

6.2.4 Evaluacién in vitro de la actividad antifungica de los aislados bacterianos
seleccionados contra hongos del género Fusarium mediante ensayos de

antagonismo directo

Se utilizaron los aislados bacterianos provenientes de hoja de arboles de aguacate
para detectar una interaccion antagonica in vitro contra distintos hongos del género
Fusarium. Los aislados bacterianos obtenidos de la rizosfera fueron caracterizados
por su actividad antifingica mediante compuestos difusibles en trabajos previos
(Guevara-Avendaiio et al., 2018, 2019). Para implementar los ensayos de
antagonismo directo in vitro, los aislados bacterianos se sembraron en placas de
medio LB solido. Posteriormente se incubaron a una temperatura de 25°C por 24
horas. Por otro lado, los hongos del género Fusarium fueron sembrados e incubados
en un medio PDA a una temperatura de 25°C por siete dias. Para implementar los
ensayos de antagonismo por cultivo dual, se tomo6 un disco de micelio de 5 mm de
diametro del borde del crecimiento micelial del hongo y se colocé a 2 cm del borde
de una placa de PDA. Posteriormente, se tom6 una muestra del aislado bacteriano
a partir de una sola colonia y se inocul6é a 2 cm del borde opuesto de la caja Petri.
Se prob6 un aislado bacteriano diferente por placa. Ademas, se utiliz6 una
inoculacién simulada con un palillo estéril en lugar de in6culo bacteriano, como
control. Cada aislado bacteriano y el control se evaluaron por triplicado. Las placas
de cultivo doble se incubaron a una temperatura de 25°C durante siete dias.
Transcurrido el tiempo de incubacién, se midio el crecimiento radial del micelio hacia

los tratamientos bacterianos y hacia el control. El porcentaje de inhibicion del
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crecimiento micelial (PI) se calculd utilizando la formula reportada por Idris et al.
(2007):

Pl =[(R-r) / R] x 100,
donde “R” es el radio de crecimiento de hongos desde el centro del micelio hacia el

control y “r” es el radio de crecimiento de hongos hacia el tratamiento bacteriano.

Disco micelial
(5 mm)

Aislado bacteriano

Placa base
inferior

Figura 1. Disefio esquematico del ensayo de antagonismo directo para determinar
la actividad antifangica de los aislados bacterianos. La imagen representa la placa
de medio PDA con el disco micelial a 2 cm del borde y el aislado bacteriano a 2 cm

del borde opuesto.

6.2.5 Evaluacion in vitro de la actividad antifungica contra hongos del género

Fusarium mediante compuestos volatiles

Los ensayos de antagonismo mediante emision de compuestos volatiles organicos,
se llevaron a cabo siguiendo el método de dos placas base selladas descrito en
Gotor-Vila et al. (2017) con modificaciones establecidas por Guevara-Avendafio et
al. (2019). Brevemente, cada aislado bacteriano se sembré en una placa base con
medio LB. Se retiraron las tapas y se reemplazaron por otra placa base conteniendo
en su centro un disco de micelio fangico de 5 mm de didmetro en PDA. Como
control, se utilizé una placa base con medio LB sin inéculo bacteriano. Ambas placas
base se sellaron con Parafim® y se incubaron durante siete dias a 25°C. Cada

tratamiento se evalud por triplicado.
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Después de siete dias, el PI se calcul6 con base en la formula propuesta por Gotor-
Vila et al. (2017):

PI=(D-d/D) x 100,
donde D es el diametro del crecimiento micelial fangico en el control y d es el
didmetro del crecimiento micelial en el tratamiento, cuando el hongo se expone a

los VOC bacterianos.

Disco micelial
(5 mm)
Placa base
superior >

x

M,,/I

<+— Placa base
inferior

Aislado bacteriano

Figura 2. Disefio esquematico del ensayo de doble caja Petri para determinar la
actividad antifungica de VOC bacterianos. La imagen representa las dos bases de
cajas Petri colocadas una sobre otra, la base superior contiene en el centro un disco
de micelio de Fusarium sp. de 5 mm de diametro, mientras que la base inferior

contiene la siembra del aislado bacteriano a evaluar.

6.2.6 Analisis estadisticos

Para determinar la distribucion de los datos se realizo la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Para el andlisis de la inhibicidn del crecimiento micelial mediante ensayos
de antagonismo directo y mediante compuestos volatiles, se utilizo la prueba de U
de Mann-Whitney. Todos los resultados se consideraron significativos a P < 0.05.

Los datos se analizaron estadisticamente utilizando el programa SPSS Statistics 27.
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7. RESULTADOS

7.1 Revision bibliogréfica del estado Fusarium en México

7.1.1 Bacterias como agentes de control biolégico (ACB) de Fusarium
El uso de cepas bacterianas como ACB de enfermedades fangicas ha recibido una
atencion creciente debido a la capacidad de algunas bacterias para inhibir el
crecimiento micelial y/o la esporulacion de diferentes hongos fitopatégenos, por
medio de diversos mecanismos de accion (Santoyo et al., 2012). En la revision
bibliogréafica llevada a cabo, se encontraron 29 articulos enfocados al estudio y uso
de bacterias como ACB de enfermedades causadas por hongos del género
Fusarium en México. En total, 21 articulos (72%) se basan en estudios a nivel in
vitro; seis (21%) de los articulos revisados implementaron ensayos a nivel
invernadero y solamente dos (7%) culminaron su investigacion con estudios a nivel
de campo (Figura 3). La mayoria de los estudios encontrados evaluaron el efecto
antifangico de bacterias pertenecientes al género Bacillus (69%); entre otros
géneros bacterianos estudiados por su actividad antifingica contra Fusarium se
encuentran Arthrobacter, Paenibacillus, Pseudomonas y Streptomyces (Figura 1).
Es de resaltar que las cepas bacterianas evaluadas en estos trabajos
provienen mayoritariamente de la rizésfera (66% de los estudios revisados) de
distintas plantas de interés agricola o forestal, como el aguacate y otras lauraceas
silvestres, la fresa, el maiz, o la leguminosa Medicago trunculata (Cuadro 3). La
busqueda enfocada de ACB en la rizosfera probablemente se debe a las funciones
benéficas que pueden desempefiar las rizobacterias para el desarrollo y la salud
vegetal, a través de la promocion del crecimiento vegetal y de la proteccion de las

plantas contra el ataque por fitopatdgenos (Méndez-Bravo et al., 2018).
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Figura 3. Evaluacion de diferentes géneros de bacterias como ACB contra Fusarium

en México

7.1.2 El género Bacillus como ACB contra Fusarium en México
A nivel nacional, Bacillus corresponde al género bacteriano mas estudiado como
posible ACB contra Fusarium. Este enfoque puede explicarse por su facilidad de
cultivo, su distribucion ubicua, los varios mecanismos de antagonismo que presenta
contra hongos fitopatbgenos de diversos cultivos, su capacidad a formar
endosporas resistentes a estrés abidtico y a sintetizar proteinas involucradas en la
resistencia a condiciones ambientales extremas (Guevara-Avendafio et al., 2018;
Villarreal-Delgado et al., 2018). Estas caracteristicas favorecen su seleccion para la
produccion a gran escala de formulaciones y su almacenamiento por largos
periodos de tiempo (El-Hassan y Gowen, 2006).

El género Bacillus ha sido descrito por su capacidad para producir una amplia

gama de compuestos antimicrobianos, entre los que destacan las enzimas liticas y
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los lipopéptidos (Villarreal-Delgado et al., 2018; Guevara-Avendafio et al., 2020). Si
bien gran parte de los estudios revisados, que reportan el efecto antifingico de
Bacillus spp. contra Fusarium spp., atribuyen el antagonismo observado a la sintesis
de dichos compuestos, solamente el 38% de éstos pudieron verificar la actividad
antifangica de dichos metabolitos; estos reportes se abordan mas a detalle en la
seccién sobre productos naturales microbianos. Por ejemplo, Martinez-Raudales et
al. (2017) y Sagredo-Beltran et al. (2018) identificaron la presencia de genes
codificando para la sintesis de B-glucanasa, de endoglucanasa y de surfactina
sintetasa en el genoma de B. velezensis 2A-2B y la presencia de genes codificando
para la sintesis de bacilisina sintetasa en el genoma de B. halotolerans MS50-18A,
sugiriendo su participacion en la actividad antagonica detectada in vitro (mas de
60% de inhibicion) contra F. solaniy F. oxysporum, asi como contra Phytophthora
capsici y Rhizoctonia solani, causantes de la pudricion de raiz en chile. Basurto-
Cadena et al. (2012) atribuyen la inhibicion de F. verticillioides y Rhizoctonia solani,
causantes de la “Secadera” en fresa, por la rizobacteria de fresa B. subtilis 21 a la
sintesis de proteasas y analogos de bacteriocinas, aunque no se verificé la actividad
antifangica de estas moléculas. Finalmente, Lizarraga-Sanchez et al. (2015) y
Figueroa-Lopez et al. (2016) sugieren la actividad de proteasas, quitinasas y
glucanasas como mecanismo de inhibicion de F. verticillioides, responsable de la
SERR en Zea mays, por parte de la rizobacteria Bacillus cereus sensu lato B25.
Debido a los resultados exitosos presentados en estos estudios a nivel in vitro
(inhibicion en un 52% de F. verticilliodes), invernadero y campo (reduccion en la
incidencia de la pudriciéon de raiz y tallo en un 60% y 80% respectivamente, y en la
contaminacién por fumonisinas en los granos de maiz hasta un 94%), las esporas
de B. cereus sensu lato B25 han sido utilizadas como agente activo de una

formulacion en polvo (Martinez-Alvarez et al., 2016).
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7.1.3 Rizobacterias pertenecientes a otros géneros como ACB contra
Fusarium en México

Dentro de la rizésfera, otros géneros bacterianos como Azospirillum, Burkholderia,
Citrobacter, Pantoea, Pseudomonas, Staphylococcus o Streptomyces han sido
reportados como posibles ACB contra Fusarium (Cuadro 3). Ademas de presentar
actividad promotora del crecimiento vegetal, como la fijacion de nitrogeno, la
solubilizacion de fésforo o la produccion de fitohormonas (Viaene et al., 2016;
Fukami et al., 2018; Jiang et al., 2019; Shantharaj et al., 2021), diversas cepas de
estos géneros han sido reportadas por su capacidad a antagonizar hongos
fitopatdgenos.

Reverchon et al. (2019) evaluaron, a nivel in vitro, el potencial antifangico de
rizobacterias asociadas a lauraceas silvestres contra F. solani y F. oxysporum,
aislados de chile (Capsicum annum) y vainilla (Vanilla planifolia) respectivamente.
Identificaron las cepas bacterianas con mayor actividad antifingica en ensayos de
antagonismo directo como pertenecientes a los géneros Arthrobacter,
Pseudomonas, Staphylococcus y Streptomyces. Adicionalmente, determinaron que
la mayoria de estas cepas inhibieron el crecimiento micelial de F. solani a través de
la emision de compuestos organicos volatiles, mientras que la cepa Pseudomonas
sp. INECOL-21 fue la Unica capaz de antagonizar significativamente a F. oxysporum
mediante emisién de VOCs. Estos autores resaltan la importancia de llevar a cabo
pruebas complementarias que permitan descartar el posible riesgo para la salud
humana que representan patégenos oportunistas como Staphylococcus spp., a
pesar de encontrarse de manera comun en el suelo (Berg et al.,, 2005).
Adicionalmente, recomiendan ampliar la busqueda de ACB a sistemas no agricolas,
ya que los ecosistemas forestales representan un reservorio potencial de
microorganismos con alto potencial biotecnolégico (Cazorla y Mercado-Blanco,
2016; Reverchon et al., 2020).

Ademas de la emisiobn de VOCs, la sintesis de enzimas liticas como las
guitinasas por bacterias no pertenecientes al género Bacillus también ha sido
reportada en México como mecanismo antifangico contra Fusarium spp. Medina de
la Rosa et al. (2016) sefalan a Burkholderia gladioli BUAP-CA47, Burkholderia
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cepacia BUAP-CA50 y Pseudomonas putida BUAP-CA48 (aisladas de la rizosfera
de maiz) como ACB contra Fusarium sp. (obtenido de maiz) por medio de actividad
quitinolitica. Dichas cepas, a excepcién de P. putida BUAP-CA47, lograron degradar
el micelio de Fusarium sp., ademas de otros hongos asociados al cultivo de maiz.
Interesantemente, en pruebas realizadas en granos de maiz, P. putida BUAP-CA48
disminuyé mayormente la infeccion fangica, hasta un 88%. Los autores sugieren
gue esta cepa podria presentar otros mecanismos antifingicos que, en conjunto con
la actividad quitinolitica, le permitan ser un ACB exitoso a nivel in vivo. En el caso
de P. putida, se ha descrito que posee varias propiedades complementarias de
promocion de crecimiento vegetal, como la solubilizacion de fosfatos, la sintesis de
3-1,3-glucanasa, la produccién de sider6foros, de cianuro de hidrogeno y de
biosurfactantes (Pandey et al., 2006; Kruijt et al., 2009).

Las propiedades promotoras de crecimiento vegetal pueden ser mecanismos
indirectos de actividad antifungica, como se ha demostrado en invernadero y en
campo para Azospirillum brasilense, que a través de la produccion de sideréforos y
fijacion de nitrogeno puede controlar a Fusarium sp., responsable de la incidencia
de la infeccion foliar en maiz, y aumenta la produccion de biomasa hasta en un 73%
(Lopez-Reyes et al.,, 2017). También se ha demostrado que la facilitacion de la
absorcion de nutrimentos, la alta capacidad para solubilizar fosfatos, la fijacion de
nitrégeno y la produccion de giberelinas y acido indolacético por bacterias aisladas
de nodulos radiculares en leguminosas y pertenecientes a los géneros Pantoea y
Citrobacter, podian coadyuvar en el antagonismo contra F. oxysporum, F. solaniy
F. verticillioides, causantes de la pudricion de raiz y marchitez de hojas de Ormosia
macrocalix (Hernandez-Hernandez et al.,, 2018). Estos resultados enfatizan la
importancia de buscar cepas bacterianas que presenten multiples mecanismos de
biocontrol para incrementar su probabilidad de competir exitosamente con agentes

fitopatdgenos (Chenniappan et al., 2019: Delgado-Ramirez et al., 2021).
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7.1.4 Busqueda de bacterias como ACB de Fusarium spp. en hébitats poco
explorados: un nicho de oportunidad para México

Si bien la mayoria de los estudios revisados se enfocaron en aislar ACB a partir de
la rizésfera, mayoritariamente aquella de plantas de interés agricola, algunos
trabajos identificados en nuestra revision bibliografica exploraron nichos
alternativos. Reyes-Estébanez et al. (2020), por ejemplo, encontraron que B.
velezensis TS3B-45, presente en filoplano de mango (Mangifera indica), inhibia el
crecimiento micelial in vitro de F. nivale TSB3H-14 (obtenido de Annona muricata)
y F. solani TSB3H-5 (obtenido de Musa acuminata). Sefialaron los lipopéptidos de
la familia iturina como posibles responsables de la inhibicion fungica, sin descartar
la participacién de otros compuestos quimicos (Reyes-Estebanez et al., 2020). Las
bacterias del filoplano de distintas especies de arboles representativas del bosque
mesofilo de niebla veracruzano también han sido evaluadas para su actividad
antifingica, encontrando que bacterias como Bacillus spp., Erwinia sp.,
Curtobacterium sp. o Methylobacterium sp. pudieron inhibir el crecimiento micelial
de F. solani hasta un 55% in vitro (Baez-Vallejo et al., 2020; Reverchon et al., 2020).
En conjunto, estos autores resaltan la importancia de explorar nichos en condiciones
ambientales extremas, caracterizados por limitacion de nutrimentos, desecacion,
alta radiacion ultravioleta, etc. El filoplano, en este sentido, constituye un entorno
oligotrofico en el que las bacterias desarrollan mecanismos para resistir el estrés
provocado por las condiciones abioticas adversas (Vorholt, 2012).

Otro habitat promisorio para la busqueda de ACB de Fusarium es la superficie
marina, la cual ha sido explorada bajo la prediccion de encontrar bacterias con
atributos fisioldgicos interesantes, como la formacion de biopeliculas. Sin embargo,
Ortega-Morales et al. (2009) han reportado que soélo el 11% de las biopeliculas
marinas probadas para la inhibicion de F. oxysporum, C. gloeosporioides y C.
fragariae, presentaron resultados positivos. Esta baja proporcion podria atribuirse a
gue las biopeliculas marinas asociadas a superficies se encuentran expuestas a
diversos factores adversos (altas densidades celulares, intensa competencia por
recursos, acumulacion de desechos metabdlicos) que en lugar de propiciar que las

bacterias desarrollen mecanismos para sobrevivir, actian como limitantes e inducen
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un estado bacteriano inactivo (Dang et al., 2015). Pese a ello, se ha descrito que
Bacillus sp. MC3B-22 relacionado filogenéticamente con B. mojavensis, derivado de
una biopelicula epifita de Thalassia testidinum dentro del mismo habitat intermareal,
acta como un potencial inhibidor de F. oxysporum, especialmente cuando la
colonizacion bacteriana es temprana (24 h antes de la siembra del hongo) (Ortega-
Morales et al., 2009).

Otro nicho poco explorado para la busqueda de ACB son los suelos
contaminados. En este contexto, Gutiérrez-Santa Ana et al. (2020a) y Herrera-
Quiterio et al. (2020) aislaron cepas bacterianas de suelos contaminados con
hidrocarburos y de jales mineros, respectivamente, encontraron que dichas cepas
presentaban multiples mecanismos de promocion de crecimiento vegetal, ademés
de reducir el crecimiento in vitro de F. solani y Fusarium sp. Las bacterias aisladas
fueron identificadas como pertenecientes a los géneros Bacillus, Pseudomonas,
Mycobacterium, Curtobacterium, Serratia, o Stenotrophomonas, entre otros. Estos
resultados demuestran nuevamente el potencial de microorganismos viviendo en
condiciones ambientales adversas para fungir como ACB.

En conclusion, la busqueda de ACB capaces de antagonizar a Fusarium spp.
en nichos distintos a la rizosfera de plantas agricolas representa una oportunidad,
debido a la gran diversidad de ecosistemas y la enorme riqueza biolégica de México.
Investigaciones recientes enfatizan el potencial biotecnolégico de bacterias
provenientes de ambientes extremos (Sagredo-Beltran et al., 2018; Tuesta-
Popolizio et al., 2021), asi como de la filosfera o rizésfera de plantas silvestres
(Baez-Vallejo et al., 2020; Delgado-Ramirez et al., 2021), particularmente de las que
crecen en habitats adversos. Los reportes revisados también conllevan a la
recomendacion de incluir pruebas en condiciones de invernadero y campo para
seleccionar ACB contra Fusarium spp., para asi en un futuro poder crear

formulaciones eficaces contra fitopatdgenos que invaden los cultivos mexicanos.
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Cuadro 3. Estudios que reportan bacterias como ACB contra hongos fitopatdgenos del género Fusarium en México

Agentes
bacterianos de
control biolégico

Hongos

fitopatdogenos

Origen de los aislados

bacterianos

Referencias

Acinetobacter spp.

F. verticillioides

Riz6sfera de maiz

Figueroa-Lépez et al., 2016

Actinobacterias

F.
graminearum
F. oxysporum
F. solani

F. verticillioides

Fusarium sp.

Rizosfera y filésfera de Lauraceas
silvestres, rizosfera de Solanum
hindsianum y de maiz, suelo de

milpa, composta

Robles-Hernandez et al., 2015; Figueroa-
Lopez et al., 2016; Gonzalez-Franco et al.,
2017; Reverchon et al., 2019; Baez-Vallejo et
al., 2020; Cabrera et al.,, 2020; Delgado-
Ramirez et al., 2021

Aquaspirillum spp.

F. verticillioides

Riz6sfera de maiz

Figueroa-Lépez et al., 2016

Azospirillum Fusarium sp. Rizésfera, endosfera y semillas de Lopez-Reyes et al., 2017

brasilense maiz

Bacillus spp. F. avenaceum  Suelos, aire, rizosfera y filésfera de Ortega-Morales et al.,, 2009; Basurto-
F. equiseti aguacate y otras Lauraceas Cadenaetal., 2012; Hernandez-Salmeroén et
F. euwallaceae silvestres, filosfera de mango, al., 2014; Lizarraga-Sanchez et al., 2015;
F. kuroshium rizésfera de Solanum hindsianum, Figueroa-Lopez et al., 2016; Sansinenea et
F. nivale de Medicago truncatula, de al.,, 2016; Martinez-Raudales et al., 2017;
F. oxysporum Sporobolus airoides, de Acacia Hernandez-Hernandez et al., 2018;
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F. solani

F. verticillioides

farnesiana, de maiz y de fresa,

endosfera de raiz de tomate y de

zarzamora, nodulos de Ormosia

macrocalyx, biopeliculas marinas

Sagredo-Beltran et al., 2018; Reyes-
Estebanez et al., 2019; Guevara-Avendaio
et al., 2018, 2020; Baez-Vallejo et al., 2020;
Garcia-Ortiz et al., 2020; Gutiérrez-Santa
Ana et al., 2020a; Ramirez-Carifio et al.,
2020; Rojas-Solis et al., 2020a, b; Delgado-
Ramirez et al., 2021; Herrera-Quiterio et al.,
2021

Burkholderia spp. F. culmorum Tejidos de café, maiz y teocintle Tenorio-Salgado et al., 2013; Medina-de la
F. oxysporum Rosa et al., 2016
Fusarium sp.

Enterobacterales F. oxysporum, Rizésfera y filosfera de Laurdceas Figueroa-Lopez et al., 2016; Hernandez-

F. solani
F. verticillioides

Fusarium sp.

silvestres, rizésfera de maiz y de

Acacia farnesiana,

Ormosia macrocalyx y de Mimosa

pudica

noédulos de

Hernandez et al., 2018; Baez-Vallejo et al.,
2020; Herrera-Quiterio et al., 2021; Méndez-
Santiago et al., 2021

Firmicutes distintos
a Bacillus spp. vy

Staphylococcus

spp.

F. oxysporum,
F. solani

F. verticillioides

Riz6sfera de maiz,

Ormosia macrocalyx

nddulos de

Figueroa-Lépez et al., 2016; Hernandez-
Hernandez et al., 2018
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Pseudomonas spp. F. solani Rizésfera y filosfera de Lauraceas Figueroa-Lépez et al., 2016; Reverchon et
F. verticillioides silvestres, rizésfera de maiz y de al., 2019; Béez-Vallejo et al., 2020; Cesa-
Fusarium sp. Acacia farnesiana, suelo agricola, Luna etal., 2020; Gutiérrez-Santa Ana et al.,
suelo contaminado con 2020a; Herrera-Quiterio et al., 2021
hidrocarburos, aire
Rhizobiaceae F. oxysporum, Rizosfera de maiz, nédulos de Figueroa-Lépez et al., 2016; Hernandez-
F. solani Ormosia macrocalyx Hernandez et al., 2018
F. verticillioides
Staphylococcus F. oxysporum Rizésfera de Lauraceas silvestres, Reverchon et al., 2019; Gutiérrez-Santa Ana
spp. F. solani suelo agricola, suelo contaminado et al., 2020a
con hidrocarburos, aire
Stenotrophomonas  F. verticillioides Rizosfera de maiz Figueroa-Lopez et al., 2016
spp.

37



7.1.5 Hongos como agentes de control biol6gico de Fusarium

Las bacterias no son los Unicos microorganismos que se han utilizado como ACB
contra Fusarium. Algunos hongos también presentan actividad antifingica contra
este género de hongos fitopatdgenos. En México, los hongos benéficos que se han
estudiado para contrarrestar la incidencia de Fusarium spp. pertenecen a los
géneros Macrolepiota, Trichoderma, Beauveria, Irpex y Xylaria (Cuadro 4). La mayor
parte de estos reportes se centra en el control de F. oxysporum y el 100% de los
trabajos se basa en estudios a nivel in vitro e invernadero (Figura 4). En nuestra
revision, no encontramos investigaciones reportando el uso de hongos como ACB

contra Fusarium a nivel de campo.

m Campo
H Invernadero
In vitro

Numero de articulos

Figura 4. Evaluacién de diferentes géneros de hongos como ACB contra Fusarium

en México
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El control biologico ejercido por hongos contra Fusarium puede ocurrir a
través de la combinacion de diversos mecanismos. Uno de ellos es la produccién
de metabolitos secundarios antimicrobianos, como lo reportan Sanchez-Ortiz et al.
(2016) para el hongo Xylaria sp. PB3f3, aislado de hojas de Haematoxylon brasileto,
el cual inhibié el crecimiento de F. oxysporum en un 90% en ensayos de cultivo dual
in vitro. Otro mecanismo de antagonismo es la sintesis de enzimas liticas, como lo
demuestran Culebro-Ricaldi et al. (2017) para Beauveria bassiana 1215 contra F.
oxysporum f. sp. lycopersici raza 3, causante de marchitez vascular en cultivos de
tomate. Aunada a la capacidad de competir por espacio o nutrimentos, la sintesis
de enzimas liticas por B. bassiana 1215 permitié inhibir en un 72% el crecimiento
micelial de F. oxysporum in vitro. Adicionalmente, estos autores reportan que la
aplicacion regular de conidios de B. bassiana 1215 en el suelo disminuye hasta el
46% el desarrollo de la enfermedad en plantas de tomate infectadas con F.
oxysporum (Culebro-Ricaldi et al., 2017), lo cual también se puede deber a la
capacidad de B. bassiana de inducir resistencia sistémica en plantas (Ownley et al.,
2008).

El micoparasitismo es otro de los mecanismos de biocontrol de hongos
fitopatégenos ejercido por hongos benéficos. Este requiere una interaccion directa
entre el patdgeno y el hongo antagonista, la formacion de estructuras de adherencia
por parte del agente de biocontrol, e implica la sintesis de enzimas hidroliticas y de
compuestos antibioticos (Contreras-Cornejo et al., 2016). El micoparasitismo ha
sido especialmente estudiado en hongos del género Trichoderma, el cual ha sido
utilizado en México para mitigar el impacto de F. oxysporum en tomate. Por ejemplo,
el uso de una formulacién sélida a base de caolin de Trichoderma asperellum
permitid reducir los sintomas de marchitamiento ocasionados por F. oxysporum en
plantas de tomate y promovié el crecimiento vegetal, aumentando la tasa de
crecimiento absoluto (22%), el contenido de clorofila (16%) y el peso fresco (48%)
en estas plantas (Herrera-Téllez et al., 2019). El mecanismo sugerido para el efecto
protector descrito para esta formulacion de T. asperellum sefiala a la reduccion de
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) en

respuesta a la infeccién por patdégenos, asi como una posible participacion en las
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vias de &cido jasmdnico, hormona reguladora de la expresion de genes de defensa
en las plantas (Herrera-Téllez et al., 2019). En otro estudio, el micoparasitismo
ejercido por Trichoderma asperelloides permiti6 mitigar la marchitez vascular
ocasionada por F. oxysporum en tomate en un 66.7% (Ramirez-Carifio et al., 2020).
Estos estudios sefalan el potencial de Trichoderma spp. como ACB de Fusarium,
como se ha demostrado en otras investigaciones fuera del pais (Bunbury-Blanchette
y Walker, 2019; Das et al., 2019; Diaz-Gutiérrez et al., 2021).

En México, la busqueda de ACB no se ha limitado a la investigacion de
ascomicetos, sino que algunos basidiomicetos han sido propuestos como
candidatos promisorios (Cuadro 4). Un ejemplo es Macrolepiota sp. CS185, cepa
nativa mexicana. Esta cepa se ha reportado como posible ACB contra F.
oxysporum, F. solani, Colletotrichum sp, Colletotrichum coccodes, Stemphylium
solani, Epicoccum nigrum y Alternaria solani, fitopatdgenos de diversos cultivos
(Hernandez-Ochoa et al., 2020). Los porcentajes de inhibicion que presenta
Macrolepiota sp. CS185 contra F. oxysporum y F. solani corresponden a un 22.2%
y 26.7%, respectivamente. Por medio de una caracterizacion bioquimica preliminar
de los metabolitos presentes en Macrolepiota sp. CS185, los autores sefialaron la
presencia de lactonas sesquiterpénicas y quinonas como las posibles responsables
del antagonismo fungico (Hernandez-Ochoa et al., 2019). Otro basidiomiceto
estudiado como potencial ACB es Irpex lacteus CMU 8413, el cual redujo el
crecimiento micelial de F. pseudocircinatum y de F. mexicanum in vitro, con
porcentajes de inhibicion de 46.3% y 16.7%, respectivamente (Pineda-Suazo et al.,
2021). La produccién de metabolitos con actividad antifingica por I. lacteus se
abordarad mas a detalle en la siguiente seccion.

La versatilidad de los hongos y su capacidad a producir un arsenal amplio de
sustancias antimicrobianas resalta la necesidad de seguir investigando su potencial
para mitigar los efectos negativos causados por hongos fitopatégenos del género

Fusarium, asi como de ampliar las evaluaciones para considerar estudios en campo.
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Cuadro 4. Estudios que reportan hongos como ACB contra hongos fitopatdgenos

del género Fusarium en México

Agentes fungicos de control Hongos Referencias
biologico fitopatdogenos

Beauveria bassiana F. oxysporum Culebro-Ricaldi et al., 2017

Trichoderma asperellum F. oxysporum Herrera-Téllez et al., 2019

Trichoderma asperelloides F. oxysporum Ramirez-Carifio et al., 2020

Xylaria sp. F. oxysporum Sanchez-Ortiz et al., 2016

Macrolepiota spp. F. oxysporum Hernandez-Ochoa et al.,
F. solani 2020

Irpex lacteus F. mexicanum Pineda-Sauzo et al., 2021
F. pseudocircinatum

7.1.6 Compuestos naturales microbianos para el control biolégico de
Fusarium
Recientemente, el estudio de compuestos naturales microbianos para el control
biologico de hongos fitopatdgenos ha ganado interés, debido a la necesidad de
entender los mecanismos rigiendo la actividad antifungica presentada por bacterias
y hongos (Ciancio et al., 2016; Sansinenea et al., 2016). Ademas, es preciso
encontrar nuevas fuentes de compuestos bioactivos que podrian coadyuvar al
manejo integral de enfermedades causadas por Fusarium spp. (Baez-Vallejo et al.,
2020). En este contexto, la produccién por ACB microbianos de metabolitos
secundarios con actividad antifungica ha sido objeto de diversos estudios a nivel
nacional. En esta revision, encontramos 24 trabajos que evaluaron, a través de
ensayos a nivel in vitro, la actividad antifangica de compuestos naturales como
enzimas liticas, lipopéptidos y VOCs provenientes de hongos y bacterias contra
distintas especies de Fusarium. La busqueda realizada no permiti6 encontrar
investigaciones a nivel de invernadero ni de campo (Figura 5).

Varios de los estudios encontrados investigaron la actividad antifingica de
extractos crudos, compuestos extracelulares o VOCs microbianos, sin llegar a la

identificacion tentativa de los compuestos que pudieran estar involucrados en el
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antagonismo (Cuadro 5). Estos resultados enfatizan la necesidad de llevar a cabo
mas estudios enfocados a la determinacion de aquellos compuestos bioactivos,
para poder evaluarlos en campo y desarrollar formulaciones biofungicidas mas
especificas y eficientes.
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Figura 5. Evaluacion de productos naturales de origen microbiano como ACB contra

Fusarium en México

7.1.7 Enzimas liticas

Las enzimas liticas se han descrito como los metabolitos responsables de la
degradacion de los principales polisacaridos que conforman la pared celular de
hongos, mediante la hidrolisis de sus enlaces glucosidicos (Villarreal-Delgado et al.,
2018). Entre los mecanismos involucrados en el antagonismo contra fitopatdgenos
fungicos sobresale la accion sinérgica de varias enzimas liticas como glucanasas,
lipasas, proteasas y quitinasas (Jangir et al., 2018; Dukare y Paul, 2021). En México,
Culebro-Ricaldi et al. (2017) reportan que la accion de glucanasas y quitinasas
producidas por el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana 1215 contra F.

oxysporum f. sp. lycopersici raza 3, causante de marchitez vascular en cultivos de
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tomate, conllevdé a una inhibicion del crecimiento del fitopatogeno del 21% en
ensayos in vitro (Cuadro 5). Las quitinasas obtenidas a partir de B. thuringiensis
inhibieron el crecimiento in vitro de Fusarium spp. hasta un 60%, ademas de
promover la germinacién de semillas de soya infectadas por hongos fitopatdgenos
(Reyes-Ramirez et al., 2004; Morales de la Vega et al., 2006).

Ademas de la degradacion de la pared celular, la accion de enzimas
quitinoliticas puede llegar a ocasionar dafios morfoldégicos en las estructuras
reproductivas del hongo fitopatdgeno y una reduccion en el tamafio de las hifas.
Sansinenea et al. (2016) describieron que los extractos crudos (posiblemente
conteniendo quitinasas) de Bacillus sp. ELI149 inhibieron el crecimiento de F.
avenaceum (40.8%), F. oxysporum (42.9%), y F. equiseti (35.6%), ocasionando una
reduccion en el numero de conidios producidos y un aumento de hifas aseptadas y
con evidencias de vacuolizacion. Estos resultados fueron confirmados por Morales-
Ruiz et al. (2021) quienes reportaron que dos quitinasas obtenidas a partir de
Bacillus cereus inhibieron la germinacion de conidios de tres cepas de F.
verticillioides, hasta un 78%. Sin embargo, estos autores enfatizan la necesidad de
implementar ensayos in planta para entender los mecanismos de accion de dichas
enzimas en la interaccion tripartita ACB — hongo fitopatogeno — hospedero (Morales-
Ruiz et al., 2021).

7.1.8 Lipopéptidos

Los lipopéptidos ciclicos, en especial los producidos por bacterias del género
Bacillus, han recibido un interés particular en los estudios enfocados a la busqueda
de compuestos microbianos bioactivos, ya que son metabolitos con propiedades
biosurfactantes, capaces de inhibir el crecimiento de una amplia gama de hongos
fitopatdgenos (Raaijmakers et al., 2010). Al perturbar la integridad de las
membranas celulares, pueden causar toxicidad en distintas estructuras vegetativas
y reproductivas a lo largo del ciclo de vida de los hongos (Cawoy et al., 2015). Los
lipopéptidos ciclicos producidos por Bacillus se clasifican en tres familias

principales: iturinas, fengicinas y surfactinas (Cob-Calan et al., 2019), las cuales
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pueden actuar sinérgicamente para inhibir el crecimiento de patégenos fungicos
(Cawoy et al., 2015).

En México, diversos trabajos han abordado el estudio de lipopéptidos
sintetizados por Bacillus como compuestos bioactivos contra hongos del género
Fusarium (Cuadro 5). Por ejemplo, las fengicinas tipo Ay B, producidas por Bacillus
sp. MAO4, se han reportado como los metabolitos responsables de la inhibicion
(83.7%) del crecimiento de F. stilboides, aislado de pimienta y responsable de la
pudricién del pedunculo en frutos (Hernandez-Morales et al., 2018). Estos autores
relacionaron la presencia de propiedades hemoliticas en el género Bacillus con la
produccién de lipopéptidos, sugiriendo el uso de pruebas hemoliticas para para la
deteccion de propiedades antifingicas (Hernandez-Morales et al., 2018). Sin
embargo, dichas propiedades hemoliticas también son un factor importante de
patogenicidad para humanos y otros animales, por lo que se sugiere realizar
pruebas adicionales que descarten un dafio a la salud (Gutiérrez-Santa Ana et al.,
2020a).

Los lipopéptidos producidos por diversas cepas de Bacillus spp., aisladas de
la rizosfera de arboles de aguacate y otras Lauraceas silvestres, también inhibieron
significativamente el crecimiento de F. solani y F. kuroshium, fitopatégeno
responsable de la enfermedad emergente de marchitez por Fusarium (Na et al.,
2018). Los extractos crudos obtenidos a partir de dichas cepas indujeron
deformaciones severas en el micelio de ambos hongos, conllevando a la formacion
de conglobaciones y al adelgazamiento y encogimiento de hifas (Baez-Vallejo et al.,
2020; Guevara-Avendafio et al., 2020). El perfilamiento quimico de los extractos
obtenidos permitié identificar tentativamente a las familias iturinas, fengicinas y
surfactinas en los extractos crudos de Bacillus sp. CCeRil1-002 y Bacillus spp.
INECOL-6004, INECOL-6005 e INECOL-6006; la presencia especifica del
compuesto C-13 iturina Al fue confirmada por co-elucion con un estandar.
Interesantemente, Guevara-Avendafio et al. (2020) reportan una relacion positiva
entre la abundancia de fengicinas en los extractos obtenidos y la inhibicién de F.
kuroshium, lo cual confirma la potencial mayor actividad de esta familia sobre la de

otras familias de lipopéptidos (Malfanova et al., 2012; Guo et al., 2014).

44



7.1.9 Compuestos organicos volatiles

Los VOCs son moléculas hidréfobas de bajo peso molecular (<300 Da), que por su
alta presion de vapor y bajo punto de ebullicion, alcanzan mayores distancias que
los compuestos solubles, difundiéndose en el aire contenido en los poros del suelo
(Schulz-Bohm et al., 2017). Estos compuestos pueden ser emitidos por bacterias,
hongos y plantas, y tienen la funcion de mediar las interacciones entre organismos
(Quintana-Rodriguez et al., 2018). En particular, algunos VOCs microbianos pueden
actuar como “armas quimicas” en las interacciones antagénicas contra hongos v,
por lo tanto, han ganado interés en estudios enfocados a la busqueda de
compuestos bioactivos contra hongos fitopatdégenos. En México, la actividad
antifingica ejercida por VOCs bacterianos ha sido enfocada al control de F.
kuroshium, F. oxysporum y F. solani principalmente (Cuadro 5). En el caso de F.
solani y F. kuroshium, hongos fitopatégenos asociados a sintomas de marchitez en
aguacate, entre otros cultivos, se ha reportado la accion antifungica de VOCs
pertenecientes a las cetonas, pirazinas, quinazolinas, alcoholes y compuestos
azufrados, emitidos por diversas rizobacterias de los géneros Bacillus y
Pseudomonas (Guevara-Avendafio et al., 2019, 2020; Baez-Vallejo et al., 2020).
Algunos de estos VOCs (2,3,5-trimetilpirazina, 2-nonanona, 2-decanona, dimetil-
disulfuro y dimetil-trisulfuro), evaluados en forma de estandares comerciales,
causaron una inhibicion del crecimiento micelial de F. solani del 100% in vitro
(Guevara-Avendaiio et al.,, 2019). En particular, la cetona 2-nonanona es un
compuesto cuyas propiedades antimicoticas contra Fusarium spp. ya fueron
reportadas (Yuan et al., 2012; Wu et al., 2019). Otros VOCs reportados con actividad
antifangica contra F. solani incluyen monoterpenoides, acidos grasos,
sesquiterpenos y acidos carboxilicos, entre otros compuestos (Gutiérrez-Santa Ana
et al., 2020a, 2020b).

El estudio de VOCs bacterianos en México no se ha limitado a los géneros
Bacillus y Pseudomonas (Cuadro 5). Orozco-Mosqueda et al. (2015) describieron la
actividad antifungica de la amina dimetilhexadecilamina, previamente reportada
como emitida por Arthrobacter agilis (Velazquez-Becerra et al., 2013), asi como la

actividad de otras aminas contra Fusarium UMTM13, un hongo xil6fago. Tenorio-
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Salgado et al. (2013) demostraron que la emision de VOCs por parte de diversas
cepas de Burkholderia tropica, asociadas a plantas de maiz y teocintle en diversas
regiones de México, ocasionaba distorsiones en hifas y degradacion de las paredes
celulares de F. culmorum y F. oxysporum, ocasionando una inhibicion del
crecimiento micelial in vitro de 22% y 54% respectivamente. El analisis quimico del
perfil de volatiles emitido por B. tropica mostré la presencia de 18 compuestos,
incluidos compuestos azufrados y terpenoides, como a-pineno, limoneno y ocimeno.

El potencial de los VOCs de origen fungico para el biocontrol de Fusarium
spp. también ha sido demostrado por Medina-Romero et al. (2017), quienes
reportaron que la mezcla de tres alcoholes (alcohol feniletilico, 2-metil-1-butanol y
3-metil-1- butanol) y tres monoterpenos (eucaliptol, ocimeno y terpinoleno),
producidos por Hypoxylon anthochroum, inhibe en un 100% a F. oxysporum. Estos
autores confirmaron la accion sinérgica de los VOCs seleccionados, ya que los
porcentajes de inhibicion obtenidos a partir de la evaluacion de cada compuesto
individual fueron menores; asimismo, describieron la induccidon de dafos en las hifas
y de cambios en la permeabilidad de la membrana del hongo fitopatégeno debidos

a la mezcla de los VOCs evaluados.
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Cuadro 5. Estudios que reportan productos naturales de origen microbiano contra hongos fitopatdgenos del género
Fusarium en México

Productos naturales

Organismo fuente del Hongos fitopatégenos Referencias
antifingicos producto natural

Compuestos Amycolatopsis sp. F. graminearum Cabrera et al., 2020
extracelulares no

especificados

Compuestos Irpex lacteus F. mexicanum

Pineda-Sauzo et al., 2021
extracelulares: terpenos,

F. pseudocircinatum
aldehidos, xantonas

Extractos crudos

Bacillus spp. F. avanaceum Sanchez-Ortiz et al., 2016;
Pseudomonas protegens F. equiseti Sansinenea et al., 2016; Cesa-
Xylaria sp. F. oxysporum Luna et al., 2020; Garcia-Ortiz et

F. verticillioides al., 2020
Fusarium sp.
Quitinasas Bacillus spp. F. verticillioides Reyes-Ramirez et al., 2004;
Fusarium sp. Morales de la Vega et al., 2006;
Morales-Ruiz et al., 2021
Quitinasas y glucanasas Beauveria bassiana

F. oxysporum f. sp. Culebro-Ricaldi et al., 2017

lycopersici raza 3
Macrolactinas

Bacillus amyloliquefaciens F. oxysporum Salazar et al., 2020
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F. proliferatum

Fusarium sp.

Sanchez-Fernandez et al., 2020

Isobenzofuranonas Hypoxylon anthochroum F. oxysporum
Lipopéptidos Bacillus spp. F. kuroshium Hernandez-Morales et al., 2018;
F. solani Baez-Vallejo et al., 2020; Guevara-
F. stilboides Avendario et al., 2020
VOCs Bacillus spp. F. culmorum Tenorio-Salgado et al., 2013;
Burkholderia tropica F. kuroshium Medina-Romero et al. 2017;
Pseudomonas spp. F. solani Guevara Avendario et al., 2019;
Hypoxylon anthochroum F. oxysporum Baez-Vallejo et al., 2020; Guevara-
Avendafio et al., 2020; Gutiérrez-
Santa Ana et al., 2020a, b
Aminas Arthrobacter agilis Fusarium sp. Orozco-Mosqueda et al., 2015
VOCs no identificados Arthrobacter sp. F. solani Reverchon et al. 2019; Rojas-Solis

Bacillus spp. Pseudomonas sp.

Staphylococcus spp.
Streptomyces sp.

F. oxysporum

et al., 2020a
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7.1.10 Conclusiones y perspectivas

Nuestra revision permitié identificar distintas areas de oportunidad respecto a la
busqueda de ACB contra hongos del género Fusarium en México. Las bacterias
corresponden a los ACB microbianos mas estudiados, en particular aquellas
bacterias encontradas en la rizésfera y pertenecientes el género Bacillus. El uso de
hongos como ACB contra Fusarium es aun limitado. Estos resultados muestran la
importancia de seguir prospectando otros habitats, posiblemente aquellos sujetos a
condiciones ambientales adversas, para encontrar nuevos ACB tanto bacterianos
como fangicos. La gran mayoria de los estudios revisados se desarrolla bajo
condiciones in vitro y/o en invernadero. Es por lo tanto urgente que se escalen estas
investigaciones a pruebas piloto en campo, para corroborar la eficiencia de los ACB
seleccionados y determinar los mejores métodos de aplicacion de las
bioformulaciones elaboradas. El reciente incremento de los estudios enfocados a la
determinaciéon de los compuestos naturales producidos por bacterias y hongos ha
permitido generar conocimiento sobre los mecanismos de la actividad antifungica
observada. Sin embargo, aun se tiene que realizar mas investigacion en torno a su
produccion al depender de varios factores: tiempo, temperatura, sustrato,
interaccion con otras especies y otras variables ambientales especificas de cada
microorganismo (Hung et al., 2015; Sarma et al., 2015; Gutiérrez-Santa Ana et al.,
2020b) (Figura 6).

Finalmente, la investigacion a nivel nacional en torno a la busqueda de
alternativas de biocontrol de Fusarium spp. debe considerar el fitobioma, es decir el
conjunto de interacciones que establece una planta con otros organismos, para
abordar el control de enfermedades mediante una aproximacion mas holistica
(Reverchon and Méndez-Bravo, 2021). En este contexto, conocer los microbiomas
asociados a nuestros cultivos permitira poder manipularlos para promover la accion
de aquellos microorganismos benéficos que pudieran proteger las plantas del
ataque de Fusarium (Bejarano-Bolivar et al., 2021), obteniendo, por ejemplo, suelos

supresivos 0 un aumento en la resistencia de los hospederos.
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Figura 6. Areas de oportunidad para la busqueda de ACB de Fusarium spp. en
México
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7.2. Estudio de caso

7.2.1 Caracterizacion morfolégica de los aislados bacterianos
De los 12 aislados bacterianos provenientes de filésfera de aguacate, 10 fueron
clasificados como bacterias Gram +, mientras que solo dos aislados bacterianos (B9

y B10) resultaron ser bacterias Gram -.

Asimismo, en relacién a la morfologia celular, 10 aislados bacterianos
presentaron una morfologia bacilar, mientras que los aislados bacterianos B3 y B6

presentaron una morfologia correspondiente a cocos (Cuadro 6).

Cuadro 6. Morfologia celular de los aislados bacterianos provenientes de filésfera

de aguacate.

Clave Aislado Tincion de Gram  Morfologia celular
bacteriano
Bl H-Al1-3-Al Gram + Bacilos
B2 H-A1-3-C1 Gram + Bacilos
B3 H-A2-3-Al Gram + Cocos
B4 H-A3-3-Al Gram + Bacilos
B5 H-A5-3-B1 Gram + Bacilos
B6 H-A6-3-Al Gram + Cocos
B7 H-A6-2-B2 Gram + Bacilos
B8 H-A6-3-C1 Gram + Bacilos
B9 H-A7-2-A2 Gram - Bacilos
B10 H-A7-2-A4 Gram - Bacilos
B11 H-A8-2-C1 Gram + Bacilos
B12 H-A7-3-B1 Gram + Bacilos
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7.2.2 Evaluacion de la actividad antifungica de los aislados bacterianos contra
Fusarium sp. B1, Fusarium sp. BM-06 y F. solani Al1, a través de ensayos de
antagonismo directo

Por medio de ensayos de antagonismo directo, se evalué la inhibicién del
crecimiento micelial por 12 aislados bacterianos provenientes de filosfera contra el
hongo Fusarium sp. B1, proveniente del tallo de aguacate, Fusarium sp. BM-06,
proveniente de un individuo de escarabajo ambrosial de la especie Xylosandrus
morigerus y Fusarium solani A11, proveniente de rizosfera de aguacate. Ademas,
para este ultimo fitopatdgeno, también se evalué la inhibicion del crecimiento
micelial por parte de tres aislados bacterianos provenientes de rizésfera de
aguacate.

El crecimiento micelial de Fusarium sp. B1 fue inhibido significativamente (P
< 0.05) por tres de los 12 aislados bacterianos probados (Cuadro 7). Los aislados
bacterianos B2, B10 y B11 redujeron de manera significativa el crecimiento micelial,
con porcentajes de inhibicion entre 14 y 60% (Figuras 7 y 8). En cambio, los aislados
B1, B5, B7, B8 y B12 invadieron la placa de Petri antes de concluir el ensayo, por lo

gue no se pudieron tomar las medidas necesarias para su analisis estadistico.

Cuadro 7. Crecimiento micelial y porcentaje de inhibicion de Fusarium sp. Bl

expuesto a los aislados bacterianos filosféricos, a través de ensayos de antagonismo

directo
Aislado Crecimiento Crecimiento del Porcentaje de
bacteriano micelial (cm) control (cm) inhibicion (%)
Bl ---
B2 2.66+0.18 * 3.83+0.06 30.56 +3.71
B3 3.83+0.03 3.83+0.06 0.00 + 2.65
B4 3.63+0.06 3.83+0.06 5.21+2.95
B5 ---
B6 3.66 £ 0.06 3.83+0.06 4.34 +1.68
B7 ---
B8
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B9 3.80 £0.00 3.83 £0.06 0.86 £1.75

B10 3.26 +0.23 * 3.83+0.06 14.62 +6.93
B11 1.50+0.25 * 3.83+0.06 60.86 + 6.98
B12

Los datos son el promedio de tres réplicas * error estandar.
* Datos que presentaron diferencias significativas (prueba U de Mann Whitney segun
la distribucion de datos, P < 0.05).
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Inhibicion del crecimiento micelial radial (%)

B2 B10 B11

Aislados bacterianos
Figura 7. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial radial de Fusarium sp. B1
ocasionado por los aislados bacterianos B2, B10 y B11 (n= 3 réplicas), a través de
ensayos de antagonismo directo. Las barras representan el error estdndar. Solo se
presentan aquellos aislados con una inhibicién significativa del crecimiento radial del
micelio en comparacion con un control (prueba U de Mann Whitney segun la
distribucion de datos, P < 0.05).
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Figura 8. Ensayos de antagonismo directo entre Fusarium sp. B1 y los aislados bacterianos

B2, B10 y B11 provenientes de filésfera de aguacate.

En el caso de Fusarium sp. BM-06, el crecimiento micelial fue inhibido
significativamente por 11 de los 12 aislados bacterianos probados (Cuadro 8). El
aislado bacteriano B1 invadio la placa de Petri antes de concluir el ensayo, por lo

gue no se pudieron tomar las medidas necesarias para su analisis estadistico.

Cuadro 8. Crecimiento micelial y porcentaje de inhibicién de Fusarium sp. BM-06

expuesto a los aislados bacterianos filosféricos, a través de ensayos de antagonismo

directo.
Aislado Crecimiento Crecimiento del Porcentaje de
bacteriano micelial (cm) control (cm) inhibicion (%)
Bl --- --- ---
B2 2.76 +£0.13 * 4.60 £ 0.00 39.85 +2.89
B3 4.10+0.10* 4.60 £ 0.00 10.86 £ 2.17
B4 4.23+0.06* 4.60 £ 0.00 7.97+1.44
B5 250+0.17* 4.60 £ 0.00 45.65 £ 3.75
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B6 4.13+0.02 * 4.60 +0.00 10.14 £0.72
B7 293+0.02* 4.60 +0.00 36.23+£0.72
B8 293+0.02* 4.60 +0.00 36.23+£0.72
B9 4.20 +0.09 * 4.60 +0.00 37.68 £0.72
B10 4.36 +0.02 * 4.60 +0.00 8.69 +2.17
B11 3.36 £0.02* 4.60 +0.00 26.81 £0.72
B12 2.86+£0.02* 4.60 +0.00 5.07+£0.72

Los datos son el promedio de tres réplicas * error estandar.
* Datos que presentaron diferencias significativas (prueba U de Mann Whitney segun
la distribucion de datos, P < 0.05).

Los porcentajes de inhibicion ocasionados por los 11 aislados filosféricos
varian entre el 5% y el 46% (Figuras 9 y 10). El aislado bacteriano B5,
correspondiente a una bacteria Gram +, con morfologia bacilar, causo el porcentaje

de inhibicion mas alto.
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Figura 9. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial radial de Fusarium sp. BM-

o

Inhibicién del crecimiento micelial radial (%o)
5

06 ocasionado por los aislados bacterianos B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10, B11y
B12 (n= 3 réplicas), a través de ensayo de antagonismo directo. Las barras representan
el error estandar. Solo se presentan aquellos aislados con una inhibicion significativa
del crecimiento radial del micelio en comparaciéon con un control (prueba U de Mann
Whitney segun la distribucion de datos, P < 0.05).
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Figura 10. Ensayos de antagonismo directo entre Fusarium sp. BM-06 y los
aislados bacterianos B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10, B11 y B12

provenientes de filésfera de aguacate.
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Finalmente, el crecimiento micelial de F. solani A1l fue inhibido
significativamente por los 12 aislados bacterianos de filésfera y por dos de los tres
aislados provenientes de rizosfera (Cuadro 9). El aislado bacteriano Bacillus sp. SO
invadio la placa de Petri antes de concluir el ensayo, por lo que no se pudieron tomar
las medidas necesarias para su analisis estadistico.

Cuadro 9. Crecimiento micelial y porcentaje de inhibicién de F. solani A11 expuesto
a los aislados bacterianos filosféricos y rizosféricos, a través de ensayos de

antagonismo directo.

Aislado Crecimiento Crecimiento del Porcentaje de
bacteriano micelial (cm) control (cm) inhibicion (%)
Bl 1.70£0.30 * 4.83 +0.06 64.92 £ 5.99
B2 2.70£0.11* 4.83 +0.06 4417 £1.76
B3 423 +0.02* 4.83 +0.06 12.38 £1.05
B4 4.26+0.14* 4.83 +0.06 11.68 + 3.34
B5 2.53+0.08* 4.83 £ 0.06 47.51 +2.55
B6 4.26 £+0.06 * 4.83 £ 0.06 11.70+1.29
B7 286+0.13* 4.83 £ 0.06 40.62 £ 3.24
B8 2.76 +0.23* 4.83 £ 0.06 42.87 £ 4.09
B9 440+0.05* 4.83 £ 0.06 8.90 + 2.39
B10 443 +£0.02* 4.83 £ 0.06 8.22+1.98
B11 3.33+£0.02* 4.83 £ 0.06 31.01£0.85
B12 3.00+£0.15* 4.83 £ 0.06 37.82+£4.05
HA 443 +£0.06 * 4.83 £ 0.06 8.22 +2.30
SO
INECOL-5911 420+0.10* 4.83 £ 0.06 13.12 +0.88

Los datos son el promedio de tres réplicas * error estandar.
* Datos que presentaron diferencias significativas (prueba U de Mann Whitney segun
la distribucion de datos, P < 0.05).
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En general, los aislados bacterianos de filosfera ocasionaron una mayor
inhibicion del fitopatdgeno que los aislados rizosféricos. Los porcentajes de
inhibicion ocasionados por los 12 aislados filosféricos y los 2 aislados rizosféricos
variaron entre el 8 %y el 65% (Figuras 11y 12). En particular, el aislado bacteriano
B1, correspondiente a una bacteria Gram +, con morfologia bacilar, provocé la

mayor inhibicion del crecimiento micelial.
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Figura 11. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial radial de F. solani A11
ocasionado por los aislados bacterianos B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10, B11,
B12, HA INECOL-5911 (n= 3 réplicas), a través de ensayos de antagonismo directo.
Las barras representan el error estandar. Solo se presentan aquellos aislados con una

inhibicién significativa del crecimiento radial del micelio en comparaciéon con un control

(prueba U de Mann Whitney segun la distribucion de datos, P < 0.05).
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Figura 12. Ensayos de antagonismo directo entre F. solani A11 y los aislados bacterianos B1, B2,
B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10, B11 y B12 provenientes de filosfera de aguacate y los aislados
HA INECOL-5911 provenientes de rizésfera de aguacate.
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En resumen, los aislados de filésfera y rizésfera de aguacate, probados en
este estudio a través de ensayos in vitro de antagonismo directo, ocasionaron una
inhibicion significativa contra los tres hongos fitopatégenos del género Fusarium.
Particularmente, los aislados bacterianos B11l, B5 y B1, correspondientes a
bacterias Gram +, con morfologia bacilar y provenientes de filésfera, ocasionaron la
mayor inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium sp. B1, Fusarium sp. BM-06
y F. solani Al1l, respectivamente (Cuadro 6). Los aislados B2, B10 y B11 fueron
capaces de inhibir de manera significativa los tres hongos fitopatégenos evaluados

en este estudio.

7.2. 3 Evaluacion de la actividad antifungica de los aislados bacterianos contra
Fusarium sp. B1, Fusarium sp. BM-06 y F. solani A11 por medio de la emision
de compuestos organicos volatiles
Se evaluo la inhibicion fungica por medio de la emision de compuestos volétiles de
los 12 aislados bacterianos provenientes de filésfera de aguacate contra el hongo
Fusarium sp. B1, proveniente del tallo de aguacate, Fusarium sp. BM-06,
proveniente de un individuo de escarabajo ambrosial de la especie Xylosandrus
morigerus y F. solani Al11, proveniente de rizosfera de aguacate. Ademas, para este
ultimo fitopatdgeno, también se evalud la inhibicion del crecimiento micelial por parte
de tres aislados bacterianos provenientes de rizosfera de aguacate.

El crecimiento micelial de Fusarium sp. B1 fue inhibido significativamente por
11 de los 12 aislados bacterianos probados. El aislado bacteriano B5 no presento

un porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial significativo (Cuadro 10).

Cuadro 10. Crecimiento micelial y porcentaje de inhibicion de Fusarium sp. B1

expuesto a los aislados bacterianos filosféricos.

Aislado Crecimiento Crecimiento del Porcentaje de
bacteriano micelial (cm) control (cm) inhibicion (%)
B1 5.07 £ 0.06 * 6.53 +0.08 22.40+1.94
B2 5.33+0.13* 6.53 +0.08 18.33 + 2.47
B3 5.23+0.06 * 6.53 +0.08 19.87 +1.35
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B4 5.63+0.33* 6.53 £0.08 13.72 £5.42
BS 5.47 £ 0.46 6.53 £0.08 16.33 £6.01
B6 4.83+0.06 * 6.53 £0.08 26.01 £0.70
B7 5.13+0.26 * 6.53 £ 0.08 21.42 +4.05
B8 4.87+0.24 * 6.53 £ 0.08 2554 +3.24
B9 543 +0.27* 6.53 £ 0.08 16.71 £5.10
B10 543 +0.14~* 6.53 £ 0.08 16.85+1.58
B11 5.10+0.20* 6.53 £ 0.08 21.90 +3.48
B12 5.07+0.12* 6.53 £ 0.08 22.39+2.61

Los datos son el promedio de tres réplicas * error estandar.
* Datos que presentaron diferencias significativas (prueba U de Mann Whitney segun
la distribucion de datos, P < 0.05).

Los porcentajes de inhibicion varian entre el 14% vy el 26% (Figuras 13 y 14).
El aislado bacteriano B6, correspondiente a una bacteria Gram + con morfologia
celular de cocos, causo el porcentaje de inhibicion mas alto, seguido por el aislado

B8, correspondiente a una bacteria Gram + con morfologia bacilar.
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Figura 13. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium sp. B1 ocasionado por
los aislados bacterianos B1, B2, B3, B4, B6, B7, B8, B9, B10, B11 y B12 (n= 3 réplicas), por
medio de ensayos de doble caja Petri sellada. Las barras representan el error estandar. Solo se
presentan aquellos aislados con una inhibicion significativa del crecimiento micelial en

comparacion con el control (prueba U de Mann Whitney segun la distribucion de datos, P < 0.05).



Figura 14. Ensayos de doble caja Petri sellada entre Fusarium sp. B1 y los
aislados bacterianos B1, B2, B3, B4, B6, B7, B8, B9, B10, B11 y B12 provenientes

de filésfera de aguacate.
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En los ensayos de antagonismo contra Fusarium sp. BM-06, el crecimiento
micelial fue inhibido significativamente por los 12 aislados bacterianos probados
(Cuadro 11).

Cuadro 11. Crecimiento micelial y porcentaje de inhibicion de Fusarium sp. BM0O6
expuesto a los aislados bacterianos filosféricos.

Aislado Crecimiento Crecimiento del Porcentaje de

bacteriano micelial (cm) control (cm) inhibicion (%)
Bl 533+047* 7.90 £ 0.05 32.39 £6.53
B2 6.10£0.20 * 7.90 £0.05 22.77 £ 2.58
B3 6.33£0.03* 7.90 £ 0.05 19.82 £ 0.30
B4 6.67 £0.12* 7.90 £0.05 15.58 £ 2.02
B5 5.67+£0.49* 7.90 £0.05 28.31 £5.99
B6 553+031* 7.90 £ 0.05 30.00 + 3.64
B7 520+0.05* 7.90 £ 0.05 34.17 £ 0.64
B8 497 +£0.26 * 7.90 + 0.05 37.13 +£3.39
B9 6.23+0.17* 7.90 + 0.05 21.08 £2.49
B10 6.63+0.32* 7.90 + 0.05 16.07 £ 3.77
B1l1 6.23+0.63* 7.90 + 0.05 21.11+7.88
B12 6.03+0.13* 7.90 + 0.05 23.64 £1.22

Los datos son el promedio de tres réplicas * error estandar.

* Datos que presentaron diferencias significativas (prueba U de Mann Whitney segun

la distribucion de datos, P < 0.05).
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Concretamente, los porcentajes de inhibicion se encontraron entre el 16% y
el 37% (Figuras 15 y 16). La mayor inhibicion del crecimiento micelial fue
ocasionada por los volatiles emitidos por el aislado B8, correspondiente a una

bacteria Gram + con morfologia bacilar.
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Figura 15. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de Fusarium sp. BM-
06 ocasionado por los aislados bacterianos Bl1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9,
B10, B11y B12 (n= 3 réplicas), por medio de ensayos de doble caja Petri sellada.
Las barras representan el error estandar. Solo se presentan aquellos aislados
con una inhibicion significativa del crecimiento radial del micelio en comparacion
con un control (prueba U de Mann Whitney segun la distribucion de datos, P <
0.05).
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Figura 16. Ensayos de doble caja Petri sellada entre Fusarium sp. BM-06 y los aislados
bacterianos B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10, B11 y B12 provenientes de fildsfera

de aguacate.



Por dltimo, el crecimiento micelial de F. solani All fue inhibido
significativamente por los voléatiles emitidos por los 12 aislados bacterianos de
filosfera y los tres aislados de rizosfera (Cuadro 12).

Cuadro 12. Crecimiento micelial y porcentaje de inhibicion de F. solani A11 expuesto
a los aislados bacterianos filosféricos y rizosféricos.

Aislado Crecimiento Crecimiento del Porcentaje de
bacteriano micelial (cm) control (cm) inhibicion (%)
Bl 510+0.54* 7.70 £0.05 33.65 +7.66
B2 487 £0.08 * 7.70 £0.05 36.78 £ 1.38
B3 547+0.12* 7.70 £0.05 28.98 £ 1.99
B4 6.23£0.23* 7.70 £0.05 19.07 £ 2.50
B5 510+0.65* 7.70 £0.05 33.77 £ 8.47
B6 500+0.32* 7.70 £0.05 35.05 +£4.53
B7 447 +0.12* 7.70 £0.05 41.96 £ 1.98
B8 420+0.11* 7.70 £ 0.05 4545 +1.75
B9 5.83+0.08* 7.70 £ 0.05 24.24 +1.09
B10 5.63+0.55* 7.70 £ 0.05 26.87 £6.95
B1l1 550+0.57* 7.70 £ 0.05 28.62 +£7.10
B12 543+0.26* 7.70 £ 0.05 29.34 £6.50
HA 577+039* 7.70 £ 0.05 25.17 £ 4.58
SO 4.60+0.20* 7.70 £ 0.05 40.29 £ 2.20
INECOL-5911 5.93+0.03* 7.70 £ 0.05 22.93+0.98

Los datos son el promedio de tres réplicas * error estandar.
* Datos que presentaron diferencias significativas (prueba U de Mann Whitney segun
la distribucion de datos, P < 0.05).
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Los porcentajes de inhibicidn varian entre el 19% vy el 45% (Figuras 17 y 18).
El aislado bacteriano B8, proveniente de filosfera, nuevamente ocasion6 el
porcentaje de inhibicion mas alto mediante la emision de VOC. En el caso particular
de los aislados provenientes de rizésfera, el aislado SO, identificado en estudios

previos como Bacillus sp., ocasiond un porcentaje de inhibicion del 40.29%.
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Figura 17. Porcentaje de inhibiciébn del crecimiento micelial de F. solani Al1,
ocasionado por los aislados bacterianos B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10,
B11, B12, HA, SO e INECOL-5911 (n= 3 réplicas), por medio de ensayos de doble
caja Petri sellada. Las barras representan el error estandar. Solo se presentan
aquellos aislados con una inhibicion significativa del crecimiento radial del micelio en
comparacion con un control (prueba U de Mann Whitney segun la distribucién de
datos, P < 0.05).
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Figura 18. Ensayos de doble caja Petri sellada entre F. solani A11y los aislados bacterianos
B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10, B11 y B12 provenientes de fildsfera de aguacate y
HA, SO e INECOL-5911, provenientes de rizésfera de aguacate.
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En resumen, los aislados de filésfera y rizésfera de aguacate, probados en
este estudio, a través de ensayos de doble caja Petri sellada, ocasionaron una
inhibicion significativa contra los tres hongos fitopatdgenos del género Fusarium
evaluados, mediante la emisién de compuestos volatiles. Particularmente, el aislado
B6, correspondiente a una bacteria Gram +, con morfologia celular de cocos, y el
aislado B8, bacteria Gram +, con morfologia bacilar, ambos provenientes de
filosfera, ocasionaron la mayor inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium sp.

B1, Fusarium sp. BM-06 y F. solani A11, respectivamente (Cuadro 7).
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8. DISCUSION

Se ha documentado ampliamente que el uso de agroquimicos para el control de
hongos fitopatégenos en sistemas agricolas conlleva dafios a la salud humanay al
medio ambiente (Tang et al., 2021). Por lo tanto, se ha optado por la busqueda e
identificacion de ACB como una alternativa viable para el manejo integral de
patdgenos que no implica dafios a los ecosistemas naturales, ni efectos nocivos
hacia los seres vivos. Los microorganismos bacterianos asociados a 6rganos
vegetales, como las raices y las hojas, han sido foco de investigacién, debido al
potencial para aumentar la eficiencia y el rendimiento de las plantas por medio de
la promocion del crecimiento vegetal y/o la inhibicién de fitopatégenos, en los
sistemas de cultivo (Ab Rahman et al., 2018; Méndez-Bravo et al., 2018; Reverchon
et al., 2019; Baez-Vallejo et al., 2020). A nivel nacional, la busqueda de ACB contra
Fusarium, un importante fitopatdgeno fungico de diversos cultivos mexicanos,
incluido el aguacate, se ha inclinado ampliamente por aquellos agentes bacterianos
presentes en la rizosfera, mientras que la filosfera ha sido un habitat poco explorado,
gue se considera actualmente un nicho de oportunidad para la busqueda de ACB
(Reverchon et al., 2020).

Comunmente, la inhibicion de hongos fitopatogenos por parte de ACB
bacterianos es el resultado de la produccion de metabolitos secundarios difusibles
ylo volatiles. Con el objetivo de encontrar nuevos ACB bacterianos de hongos
fitopatdgenos del género Fusarium y de investigar sus posibles mecanismos de
inhibicién, se realizdé una caracterizacion morfolégica por medio de la tincion de
Gram de los aislados bacterianos provenientes de la filésfera de éarboles de
aguacate y se evalud la actividad antagoénica de sus compuestos difusibles y
volatiles contra Fusarium sp. BM-06, aislado del escarabajo ambrosial de la especie
Xylosandrus morigerus, Fusarium sp. B1, aislado de tallo de aguacate y F. solani
All, aislado de rizésfera de aguacate. En el caso de este ultimo fitopatégeno, por
tratarse de un hongo presente a nivel de suelo, también se evalué la actividad
antagodnica de algunos aislados bacterianos de rizosfera de aguacate, identificados

en escrutinios previos como cepas del género Bacillus con actividad antifangica
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contra Fusarium spp. (Guevara-Avendano et al., 2018; Guevara-Avendao et al.,
2019).

En este estudio, encontramos que de los doce aislados bacterianos de
filosfera, seleccionados al azar, diez corresponden a bacterias Gram +, y solamente
dos aislados corresponden a bacterias Gram -. En la Ultima década, se ha descrito
que las bacterias Gram - son las mas abundantes en la filésfera y en la rizosfera.
Dentro de éstas sobresale el filo Proteobacteria, al comprender bacterias con
metabolismos diversos que les permiten un crecimiento rapido, y al emplear de
manera eficiente los recursos disponibles (Corpe y Rheem, 1989; Firnkranz et al.,
2008; Atamna-Ismaeel et al., 2012). Dentro del filo Proteobacteria, para las bacterias
aisladas de la filosfera, la clase Alphaproteobacteria esta particularmente bien
representada con algunos géneros como Agrobacterium, Methylobacterium y
Sphingomonas, al igual que la clase Gammaproteobacteria, con el género
Pseudomonas (Whipps et al., 2008; Rastogi et al., 2012). De igual forma, algunas
bacterias Gram - del filo Bacteroidetes se han reportado comunmente en la filosfera
como organismos aerdbicos y pigmentados, lo que sugiere que estan bien
adaptados a la superficie de la hoja (Stone et al., 2018). La presencia de bacterias
Gram — se ha documentado también en la rizésfera, donde otros filos adicionales a
los ya descritos se han reportado, tales como Planctomycetes, Acidobacteria y
Verrucomicrobia (Philippot et al., 2013; Turner et al.,, 2013). En cuanto a las
bacterias Gram + descritas en la filésfera y en la rizésfera, en la actualidad los filos
Actinobacteria y Firmicutes son los filos dominantes, en los que algunos géneros
como Mycobacterium y Bacillus han sido descritos, respectivamente (Delmotte et
al., 2009; Knief et al., 2012; Philippot et al., 2013; Thapa y Prasanna et al., 2018;
Dastogeer et al., 2020).

A nivel nacional, un estudio enfocado en la bausqueda e identificacion de ACB
a partir de arboles silvestres de la familia Lauraceae, reportd la presencia de
Proteobacterias del género Pseudomonas, Methylobacterium, Erwinia y Hafnia, de
Firmicutes del género Bacillus, y de Actinobacterias de los géneros Curtobacterium,

Microbacterium, Streptomyces y Arthrobacter, en la filosfera y rizosfera de estos

71



arboles forestales (Reverchon et al., 2019; B4ez-Vallejo et al., 2020). Asimismo,
estudios previos de nuestro grupo han identificado la presencia de Bacillus spp. y
Pseudomonas spp. en la rizésfera de arboles de aguacate (Guevara-Avendafio et
al., 2018; 2019). Por lo tanto, las bacterias Gram - y Gram + aisladas de la fil6sfera
de aguacate y seleccionadas para esta investigacion, corresponden probablemente
a algunos de los géneros antes mencionados; sin embargo, se debe hacer un
andlisis molecular basado en la secuenciacion del gen ribosomal 16S rADN para

comprobar su identidad, a nivel de género.

Con respecto a la actividad antifungica, en el presente estudio encontramos
gue los aislados bacterianos de filésfera y rizésfera de aguacate ocasionan una
inhibicion significativa, por medio de la emision de compuestos difusibles y volatiles,
del crecimiento micelial de hongos fitopatdogenos del género Fusarium. Resultados
similares han sido obtenidos por Baez-Vallejo et al. (2020), en donde los aislados
bacterianos de filésfera y rizosfera de arboles forestales de la familia Lauraceae,
identificados como integrantes del género Bacillus y Pseudomonas, inhibieron
significativamente a los hongos F. solani y F. kuroshium por medio de la emision de
compuestos difusibles y volatiles. Los compuestos antifungicos difusibles fueron
identificados tentativamente como compuestos pertenecientes a los tres grupos de
lipopéptidos (iturina, surfactina y fengicina), mientras que algunos de los
compuestos presentes en los perfiles de VOC se caracterizaron como 2-nonanona,

2-undecanona, disulfuro de dimetilo y 1-butanol 3-metil-.

La produccion de compuestos difusibles con actividad antifangica por parte
de bacterias filosféricas ha sido reportada en varios estudios, a nivel nacional e
internacional. Dentro de estos compuestos, se han sefialado a las fenazinas, las
enzimas liticas, los &cidos grasos, los lipopéptidos y los sider6foros como los
principales metabolitos secretados por bacterias filosféricas, en el antagonismo
contra Fusarium (Chen et al., 2018; Chowdhury et al., 2020a; Zang et al., 2020). Por
ejemplo, Chen et al., (2018), documentaron que la actividad de biocontrol de la
bacteria Pseudomonas piscium ZJU60, aislado de filésfera de trigo sobre el

fitopatdgeno F. graminearum, se debia a la secrecion de fenazinas, un grupo de
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metabolitos secundarios heterociclicos que contienen nitrégeno (Chin-A-Woeng et
al., 2003). La fenazina-1-carboxamida inhibio el crecimiento micelial y la sintesis de
micotoxinas de F. graminearum por interferencia con la acetilacion de histonas
fungicas, ademas de estar involucrada en la formacién de biopeliculas bacterianas

en las hifas, lo que redujo atn mas la patogenicidad.

Asimismo, Chowdhury et al., (2020a) reportaron la participacion de enzimas
liticas y &cidos grasos en el antagonismo contra Fusarium. Especificamente, la
emisidon de quitinasas, proteasas, a-amilasas, y celulosa por parte de Bacillus sp.
LBF-01, aislado filosférico de mango, inhibié en un 78% el crecimiento micelial de
Fusarium sp., al ocasionar una tabicacion anormal de las hifas, asi como la
deformacion vy lisis del micelio. Estos autores reportaron también la produccion de
fosforo, 1AA, sideroforos y amoniaco por Bacillus sp. LBF-01. Estos compuestos
también fueron descritos por Zang et al. (2020) como parte de los principales
metabolitos emitidos por Ochrobactrum sp. SY286, aislado de filosfera de uva (Vitis

vinifera) con actividad antifingica contra varios hongos y oomicetos fitopatégenos.

En el caso de los lipopéptidos, Reyes-Estébanez et al., (2020) sefalaron la
emision del lipopéptido iturina por parte de B. velezensis TS3B-45, aislado de hoja
de mango, como el principal mecanismo de accion contra F. nivale TSB3H-14,
aislado de guanabana (Annona muricata) y F. solani TSB3H-5, aislado de platano
(Musa acuminata). Se ha documentado que las fengicinas e iturinas son
principalmente activas contra hongos filamentosos, al interferir con las capas
lipidicas y alterar las estructuras de la membrana celular (Ongena et al., 2008).
Ademas, las surfactinas, iturinas y fengicinas, a menudo actian de manera sinérgica
(Legein et al., 2020).

En nuestra investigacion, encontramos que los porcentajes de inhibicibn mas
altos se presentaban en los ensayos de antagonismo directo, en comparacion con
los ensayos de VOCs. En concreto, los porcentajes de inhibicion obtenidos a través
de los ensayos de antagonismo directo corresponden a un 46%, 61% y 65% contra
Fusarium sp. BM-06, Fusarium sp. B1 y F. solani All, respectivamente, mientras

gue los porcentajes de inhibicion por medio de VOCs no superaron el 45%, obtenido
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por el aislado B8 en el antagonismo contra F. solani All. Estos resultados
concuerdan con los presentados en distintas investigaciones. Por ejemplo, Marin
Guiot (2019) reporté que bacterias de corteza de aguacate, identificadas como
Bacillus spp., inhibieron a F. solani, con porcentajes de inhibicibn mayores en
ensayos de antagonismo directo que en ensayos de antagonismo por emision de
VOCs. De igual manera, Morales-Cedefio et al. (2021) reportaron la inhibicion del
crecimiento micelial de varios hongos fitopatdogenos, entre ellos Fusarium spp., por
Rouxiella badensis SER3, aislado filosférico de fresa, mientras que la inhibicion del
crecimiento micelial por parte de los VOCs de R. badensis SER3 no fue significativa.
El andlisis del genoma de R. badensis SER3 revelé la presencia de genes
involucrados en la sintesis de sider6foros y polienos, y en la produccion de
compuestos antibidticos y antifiungicos como tiopéptidos, péptido sintetasas no

ribosomales y policétido sintasas.

Guyer et al. (2015) reportaron un patron similar, al obtener una mayor
inhibicién del crecimiento micelial de diferentes especies de hongos fitopatdégenos,
incluido F. oxysporum, en ensayos de antagonismo directo con aislados bacterianos
filésfericos y rizosféricos de papa (Solanum tuberosum), identificados como
Streptomyces sp. S01, y Bacillus sp. R73 y R54, en comparacion con los ensayos
de antagonismo con VOCs bacterianos. Estos resultados también son consistentes
con los reportados por Janakiev et al. (2019), quienes describen un mayor
antagonismo entre Pseudomonas synxantha P4/16-1, aislado filosférico de ciruela
(Prunus domestica) y el hongo fitopatdgeno Monilinia laxa, agente responsable de
la pudricién parda de la ciruela en ensayos de antagonismo directo que en los

ensayos de antagonismo por volatiles.

En conjunto, estos resultados sugieren que las bacterias que inhiben el
crecimiento micelial de fitopatdgenos fungicos a través de la emisién de compuestos
difusibles, no poseen necesariamente VOCs con la misma actividad antifungica. Sin
embargo, los VOC bacterianos son compuestos promisorios en el control biolégico
de hongos fitopatégenos, particularmente los que ocurren en el suelo, debido a su

amplia capacidad de difusion en este sustrato. Ademas, los ensayos de
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antagonismo directo permiten exponer el patdgeno a todos los metabolitos emitidos
por las bacterias seleccionadas. En este sentido, se ha documentado que la accion
sinérgica de compuestos difusibles y volatiles puede conllevar a una mayor
inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium udum, en comparacién con la accion
de un solo tipo de compuesto (Dukare y Paul, 2021). De igual forma, la competencia
por espacio y nutrientes son parte del antagonismo directo observado, lo cual fue
evidente por ejemplo en aquellos aislados bacterianos que colonizaron la placa Petri

rapidamente, sin permitir el crecimiento del hongo (Wang et al., 2020).

La actividad antifungica de VOCs bacterianos ha recibido mucha atencion en
la literatura cientifica reciente. La revisién bibliogréfica elaborada por Nadarajah
(2017) sefala a los compuestos disulfuro de dimetilo, acetonas, cetonas,
metilcetonas, aminas y amidas, como las principales moléculas inhibidoras del
crecimiento micelial de Fusarium spp. Estos resultados concuerdan con lo
documentado por Guevara-Avendano et al. (2019), al reportar a las cetonas como
el principal grupo quimico presente en los perfiles de volatiles de diversas cepas de
Bacillus spp., obtenidas de rizosfera de aguacate y capaces de inhibir el crecimiento
de F. solani y F. kuroshium. Ademas, los autores informaron la presencia de
compuestos pertenecientes a las familias pirazinas, alcoholes, furanonas, aminas,
sulfuros e hidrocarburos. Dentro de estas cepas, se encuentran Bacillus sp. SO y
Bacillus sp. HA, las cuales fueron evaluadas en nuestra investigacion contra F.
solani A11l. Sugerimos implementar mas evaluaciones con el aislado Bacillus sp.
SO, puesto que mostré un alto porcentaje de inhibicion (40.26%) contra F. solani
All en los ensayos de antagonismo por volatiles. Ademas, este aislado invadié por
completo la caja Petri antes de concluir los ensayos de antagonismo por
compuestos difusibles, lo que refleja una alta tasa de crecimiento, y a su vez la
capacidad de inhibir el crecimiento micelial de F. solani A1l a través de la
competencia por nicho y/o nutrientes. En la blusqueda de ACB exitosos, aquellos
gue muestran diversos mecanismos de antagonismo se consideran candidatos
ideales para la inhibicion de diversos fitopatdogenos fangicos (Nusaibah y Musa,
2019).
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En el caso de los VOCs emitidos por bacterias de la filésfera con actividad
antifingica, estudios previos han reportado la presencia de pirazinas, alcoholes,
alquenos y aldehidos. Por ejemplo, Bruisson et al. (2019) sefialaron que la
trimetilpirazina, dihidrocalcona y L.-acido dihidroxanturénico fueron los principales
VOCs emitidos por B. subtilis CHP14, B. cereus CHP20 y Frigoribacterium sp.
CHP33, aislados de hoja de uva, en el antagonismo contra Botrytis cinerea y el
oomiceto Phytophthora infestans. Asimismo, Kumar et al. (2021) describen los
compuestos 2-etil-hexanol, 1-hexadeceno, 2-hexil-decanol, heptanal, furano-diol y
octanal, emitidos por Chryseobacterium spp., aislados filosféricos de arroz, como
potenciales responsables del antagonismo contra Magnaporthe oryzae,
fitopatdogeno responsable del tizén del arroz. Considerando la relevancia de los
VOCs para las interacciones microbianas a nivel de la filésfera, recomendamos
realizar la caracterizacion quimica de los volatiles emitidos por los aislados
filosféricos de aguacate para determinar con exactitud aquellos con actividad

antifungica.

En el presente estudio, cada hongo fitopatégeno tuvo un aislado bacteriano
en particular que ocasion6 el mayor porcentaje de inhibicion, sobre todo en los
ensayos de antagonismo directo. En este sentido, se ha documentado que la
actividad antifangica de aislados bacterianos varia en funcion de la especie de
hongo fitopatégeno. Por ejemplo, Lyu et al. (2017) reportaron que los extractos
crudos de Streptomyces sp. 3-10 evaluados contra 24 especies diferentes de
microorganismos fitopatdgenos, incluidas F. graminearum, F. oxysporum y F.
moniliforme, ocasionaron porcentajes de inhibicion variando del 1.5 hasta el 100%.
De manera similar, Sharma y Manhas (2020), a través de un ensayo de difusion en
pozos de agar, reportaron que el sobrenadante de Streptomyces sp. M4, aislado de
suelo, ocasion6 un antagonismo pronunciado contra Alternaria brassicicola,
Alternaria solani, F. oxysporum, Colletotrichum acutatum y Colletotrichum
gloeosporioides, pero una actividad de moderada a débil contra F. moniliforme,
Alternaria alternata, Cladosporium herbarum y Cercospora beticola. Asimismo,

Miiller et al. (2018) describieron que la actividad antagénica de Pseudomonas spp.,
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aislados de filosfera de trigo, en ensayos de antagonismo directo, fue mayor en los

hongos fitopatégenos del género Alternaria que en los hongos del género Fusarium.

La inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium sp. B1, Fusarium sp. BM-
06 y F. solani A11, ocasionada por los aislados B11, B5 y B1, respectivamente, se
debe probablemente a la accidén especifica de los compuestos emitidos por cada
aislado bacteriano. Pardmetros como la concentracibn de los compuestos
antifungicos, el tipo de compuesto y la susceptibilidad de los hongos a la exposicién
de ellos, podrian explicar los porcentajes de inhibicién obtenidos. En relacion a los
ensayos con volatiles, el aislado bacteriano B8, correspondiente a una bacteria
Gram +, con morfologia bacilar, presentd los porcentajes de inhibicion méas altos
contra Fusarium sp. BM-06 (37.13%) y F. solani A11 (45.45%) en comparacion con
los otros aislados bacterianos probados. Lo que sugiere que tanto Fusarium sp. BM-
06 como F. solani All, son susceptibles a los VOCs emitidos por el aislado

bacteriano B8.

Nuestro estudio se incorpora a las investigaciones cuyos principales objetivos
son la busqueda de ACB contra Fusarium y la elucidacion de los mecanismos de
accion que rigen el antagonismo. Hacemos hincapié en la caracterizacion de los
metabolitos involucrados en la interaccion antagonica contra Fusarium a nivel in
vitro y en la realizacion de prueba a nivel de invernadero y campo, para asi
corroborar la eficiencia de los ACB seleccionados. Aplicar un potencial ACB en
invernadero y/o campo permite tomar en consideracion factores como las
interacciones intra e interespecificas entre los microorganismos presentes, y la
respuesta del posible ACB a las condiciones ambientales. Asimismo, se pueden
evidenciar otros mecanismos de interés agricola como la promocién del crecimiento

vegetal, o la induccion del sistema de defensa de la planta.
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9. CONCLUSIONES
- Las bacterias provenientes de filésfera de aguacate, se presentan como una
alternativa viable para el control biolégico de hongos fitopatdbgenos del género
Fusarium, a nivel in vitro, por lo que corroboramos que la fil6sfera representa un

potencial nicho de oportunidad para la busqueda de ACB.

- Cuando las bacterias de filésfera y rizésfera de aguacate se probaron contra un
mismo fitopatdégeno, el hongo Fusarium sp. A1l proveniente de rizosfera, las
bacterias de filosfera ocasionaron porcentajes de inhibicion més altos.

- Se observaron mayores porcentajes de inhibicion en los ensayos de antagonismo
directo que en los ensayos mediante emision de VOCs, lo cual sugiere la
importancia de los compuestos difusibles y/o de la interaccion entre compuestos
difusibles y VOCs.

- Se sugiere llevar a cabo un andlisis molecular para la identificacion exacta de las
cepas bacterianas de filosfera y un analisis quimico de los compuestos difusibles y

volatiles que participan en el antagonismo fungico contra Fusarium.

- Los ACB bacterianos mas promisorios contra Fusarium spp. deben ser probados

a nivel de invernadero y campo para verificar su actividad antifangica.
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Anexo 1. Version extendida del Cuadro 3.

11. Anexos

Agentes bacterianos de
control biolégico

Hongos
fitopatégenos

Porcentaje maximo de

inhibicién reportado

Proveniencia del

aislado bacteriano

Referencias

Bacillus sp. ELI149 F. avenaceum 41% Suelo Sansinenea et al., 2016
F. equiseti 36%
F. oxysporum 43%
Burkholderia tropica F. culmorum 74% Plantas de maiz, caféy  Tenorio-Salgado et al., 2013
(varias cepas) F. oxysporum 50% teocintle
Bacillus spp. (varias F. euwallaceae 46% Rizosfera de aguacate Guevara-Avendario et al.,
cepas) 2018
Amycolatopsis sp. BX17 / F. Suelo de milpa Cabrera et al., 2020
Streptomyces spp. graminearum
Bacillus spp. INECOL- F. kuroshium 49% Rizosfera de aguacate Guevara-Avendario et al.,
6004, -6005, -6006 2020
Arthrobacter sp. / Bacillus F. kuroshium 74% Rizosfera y filosfera de Baez-Vallejo et al., 2020
spp. / Curtobacterium spp. F. solani 63% Lauraceas silvestres

/
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Erwinia sp. / Hafnia sp. /
Methylobacterium spp. /
Microbacterium sp. /
Pseudomonas spp.

B. velezensis TS3B-45 F. nivale 61% Hoja de mango Reyes-Estebanez et al., 2019
F. solani 66%
Bacillus spp. rbES245, F. oxysporum 50% Rizosfera de Solanum  Delgado-Ramirez et al., 2021
rbES262, rbES182 / hindsianum
Glutamicibacter sp.
rbES331
Streptomyces sp. rtbES158
Streptomyces spp. AC4, F. oxysporum 60% Composta Gonzalez-Franco et al., 2017
AC7
B. pumilus UM24 / B. F. oxysporum Rizosfera de Medicago Hernandez-Salmerén et al.,
subtilis UM15 truncatula 2014
B. mojavensis MC3B-22 F. oxysporum 77% Biopeliculas marinas Ortega-Morales et al., 2009
B. paralicheniformis KJ-16  F. oxysporum Rizosfera de maiz Ramirez-Carifio et al., 2020
Bacillus spp. CR71, E25 F. oxysporum 20% Endofitas de raiz de Rojas-Solis et al., 2020a
tomate
B. toyonensis COPES52 F. oxysporum 11% Endofito de raiz de Rojas-Solis et al., 2020b

Zarzamora
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B. velezensis 2A-2B F. oxysporum 60% Rizosfera de Martinez-Raudales et al., 2017

F. solani Sporobolus airoides
Arthrobacter sp. INECOL-  F. oxysporum 20% Rizosfera de lauraceas Reverchon et al., 2019
27 | Pseudomonas sp. F. solani 31% silvestres
INECOL-21/
Staphylococcus spp.
(varias cepas) /
Streptomyces sp. INECOL-
8
B. halotolerans MS50-18A  F. oxysporum 60 % Suelo salino Sagredo-Beltran et al., 2018
F. solani
Bacillus sp. CA-11/ F. oxysporum, 40% Nédulos de raiz de Hernandez-Hernandez et al.,
Citrobacter sp. CA-15/ F. solani 39% Ormosia macrocalyx 2018
Ensifer sp. CA-14 / F. 29%

Enterobacter sp. CA-03/ verticillioides
Paenibacillus sp. CA-12/
Pantoea sp. CA-02

Bacillus spp. / F. solani 70% Suelo agricola, suelo Gutiérrez-Santa Ana et al.,
Pseudomonas spp. / contaminado con 2020a
Staphylococcus sp. hidrocarburos, y aire

B. subtilis 21 F. Rizosfera de fresa Basurto-Cadena et al., 2012

verticillioides
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Acinetobacter spp. / F. 99% Rizosfera de maiz Figueroa-Lopez et al., 2016
Agrobacterium spp. / verticillioides
Anaerobranca spp. /
Aquaspirillum spp. /
Arthrobacter spp. /
Bacillus spp. /
Brevibacillus spp. /
Enterobacter spp. /
Geobacillus spp. /
Klebsiella spp. /
Lysinibacillus spp. /
Paenibacillus spp. /
Pantoea spp. /
Pseudomonas spp. /
Stenotrophomonas spp. /

Terribacillus spp.

B. megaterium UMCV1/B. F.
subtilis BS-MIA02 / verticillioides
Bacillus spp. BA, SS, BM
B. megaterium B5 / B. F.

72% Desconocido Garcia-Ortiz et al., 2020

Rizosfera de maiz Lizarraga-Sanchez et al., 2015
cereus sensu lato B25 / verticillioides

Bacillus sp. B35

103



Pseudomonas Fusarium sp. Rizosfera de maiz rojo Cesa-Luna et al., 2020
protegens EMM-1
Bacillus spp. / Fusarium sp. 17% Rizosfera de Acacia Herrera-Quiterio et al., 2021
Pseudomonas spp. / farnesiana
Serratia spp.
Azospirillum brasilense Fusarium sp. Rizosfera, endosfera y Lopez-Reyes et al., 2017
(varias cepas) semillas de maiz
Burkholderia cepacia Fusarium sp. Rizosfera de maiz Medina-de la Rosa et al., 2016
BUAP-CA50 /
Burkholderia gladioli
BUAP-CA47 /
P. putida BUAP-CA48 /
Paenibacillus sp. BUAP-
AM43 /
Stenotrophomonas spp.
Serratia sp. NOD15 Fusarium sp. Nédulos de Mimosa Méndez-Santiago et al., 2021
pudica
Streptomyces sp. PRIO41 Fusarium sp. 58% Desconocido Robles-Hernandez et al., 2015

---- No se especifica
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Anexo 2. Version extendida del Cuadro 4.

Agentes fungicos de Hongos Porcentaje Referencias
control biolégico fitopatdogenos maximo
de
inhibicién
Beauveria bassiana F. oxysporum 72% Culebro-Ricaldi et al., 2017
Trichoderma asperellum  F. oxysporum Herrera-Téllez et al., 2019
Trichoderma F. oxysporum Ramirez-Carifio et al.,
asperelloides 2020
Xylaria sp. PB3f3 F. oxysporum 90% Sanchez-Ortiz et al., 2016
Macrolepiota spp. F. oxysporum 22% Hernandez-Ochoa et al.,
CS185, RS9 F. solani 28% 2020
Irpex lacteus CMU 8413  F. mexicanum 17% Pineda-Sauzo et al., 2021
F. 46%

pseudocircinatum

---- No se especifica
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Anexo 3. Version extendida de Cuadro 5.

Productos naturales Organismo fuente del Hongos Porcentaje Referencias
antifungicos producto natural . ) maximo de
fitopatogenos S
inhibicion
Compuestos extracelulares no  Amycolatopsis sp. F. graminearum 100% Cabrera et al., 2020
especificados BX17
Compuestos extracelulares: Irpex lacteus F. mexicanum 60.4% Pineda-Sauzo et al.,
terpenos, aldehidos, xantonas F. 54.6% 2021
pseudocircinatum
Extractos crudos Bacillus sp. ELI149 F. avanaceum Sansinenea et al., 2016
F. equiseti
F. oxysporum
Extractos crudos Xylaria sp. PB3f3 F. oxysporum 17.6% Sanchez-Ortiz et al.,
2016
Extractos crudos Bacillus sp. SS F. verticillioides 98.7% Garcia-Ortiz et al., 2020
Extractos crudos Pseudomonas protegen Fusarium sp. 10% Cesa-Luna et al., 2020
s EMM-1
Quitinasa Bacillus thuringiensis Fusarium sp. 24% Morales de la Vega et
subsp. aizawai al., 2006
Quitinasa Bacillus cereus sensu F. verticillioides 78% Morales-Ruiz et al.,
lato B25 2021
Quitinasa Bacillus thuringiensis Fusarium sp. 60% Reyes-Ramirez et al.,

var. israelensis ITV20

2004
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Quitinasas y Beauveria bassiana F. oxysporum f. 21% Culebro-Ricaldi et al.,
B-1,3-glucanasas 1215 sp. lycopersici 2017
raza 3
Macrolactinas Bacillus F. oxysporum 44% Salazar et al., 2020
amyloliquefaciens F. proliferatum 44%
ELI149 Fusarium sp. 74%
Isobenzofuranonas Hypoxylon F. oxysporum 50% Sanchez-Fernandez et
anthochroum al., 2020
Lipopéptidos Bacillus sp. MAO4 F. stilboides 84% Hernandez-Morales et
al., 2018
Lipopéptidos y VOCs Bacillus sp. CCeRi1l- F. kuroshium Baez-Vallejo et al., 2020
(cetonas, alcoholes y 002 F. solani 65%
compuestos azufrados) Pseudomonas sp. CCe
Ri5-020
Lipopéptidos y VOCs Bacillus spp. INECOL-  F. kuroshium 70% Guevara-Avendano et
(cetonas, pirazinas) 6004, -6005 y -6006 al., 2020
VOCs: terpenoides, Burkholderia tropica F. culmorum 22% Tenorio-Salgado et al.,
compuestos azufrados, etc. MTo0293, TTe203 y F. oxysporum 54% 2013
MTo431
VOCs: cetonas, pirazinas, Bacillus spp. F. kuroshium 39% Guevara Avendario et
compuestos azufrados Pseudomonas sp. F. solani 55% al., 2019
VOCs: cetonas, Bacillus sp. S18 F. solani 24% Gutiérrez-Santa Ana et
monoterpenoides, acidos al., 2020a
grasos, sesquiterpenos, etc.
VOCs: cetonas, Bacillus spp. F. solani 24% Gutiérrez-Santa Ana et

sesquiterpenos,

al., 2020b
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monoterpenoides, &cidos
carboxilicos, etc.

VOCs sintéticos: alcoholes, Hypoxylon F. oxysporum 100% Medina-Romero et al.

monoterpenos anthochroum 2017

VOCs: aminas Arthrobacter agilis Fusarium sp. 67% Orozco-Mosqueda et
UMCV2 UMTM13 al., 2015

VOCs no identificados Bacillus spp. E25y F. oxysporum 8% Rojas-Solis et al., 2020a
CR71

VOCs no identificados Arthrobacter sp. F. solani 37% Reverchon et al. 2019
INECOL-27 F. oxysporum 12%
Pseudomonas sp.
INECOL-21

Staphylococcus spp.
INECOL-11, -57, -65.2
Streptomyces sp.
INECOL-8

---- No se especifica
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