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RESUMEN. La pudricién de raices y tallo en plantas de meldn, ocasionado por Fusarium spp., es un factor limitante en la
produccién de este cultivo. El uso indiscriminado de fungicidas para el control de esta enfermedad ha causado resisten-
cia y contaminacion ambiental en estas areas agricolas. Una alternativa, es el uso de agentes microbianos antagoénicos
como Trichoderma, Bacillus y Streptomyces; los cuales pueden contribuir al manejo de la enfermedad, inducir crecimiento y
mejorar la produccién del cultivo. El objetivo fue evaluar la capacidad inhibitoria de 10 microorganismos antagénicos contra
diferentes cepas de Fusarium spp. aisladas del cultivo de melén como agente causal de la pudricién de raices y tallos en la
region de Paila, municipio de Parras de la Fuente, Coahuila. Del area de estudio se aislaron seis cepas del género Fusarium,
y con base al estudio molecular y las secuencias de nucleétidos de las regiones ITS1 e ITS4, se encontr6 identidad del 97 al
100% con las especies de Fusarium oxysporumy F. solani. En bioensayos in vitro, Trichoderma asperellum inhibié hasta un
74% el crecimiento de Fusarium spp. Asimismo Bacillus amyloliquefaciens un 55% y Streptomyces mutabilis un 35%. Los
agentes microbianos representan un recurso para el biocontrol de la pudricién radical y del tallo del cultivo de melén.
Palabras clave: Inhibicién, agentes de biocontrol, Bacillus, Trichoderma, Streptomyces.

ABSTRACT. Root and stem rot in melon plants, caused by Fusarium spp., is a limiting factor in the production of this
crop. The indiscriminate use of fungicides for the control of this disease has caused resistance and environmental pollution in
these agricultural areas. An alternative is the use of antagonistic microbial agents such as Trichoderma, Bacillus and Strep-
tomyces, which can contribute to the management of the disease, induce growth and improve crop production. The objective
of this study was to evaluate the inhibitory ability of 10 antagonistic microorganisms against different strains of Fusarium
spp. isolated from melon cultivation as a causal agent of root and stem rot in the Paila region of the municipality of Parras
de la Fuente, Coahuila. Six strains of the genus Fusarium were isolated from the study area, and based on the molecular
study and nucleotide sequences of the ITS1 and ITS4 regions, 97 to 100% identity was found with the species Fusarium
oxysporum and F. solani, respectively. In in vitro bioassays, Trichoderma asperellum inhibited the growth of Fusarium spp. by
up to 74%, Bacillus amyloliquefaciens by 55% and Streptomyces mutabilis by 35%. Microbial agents represent a resource
for the biocontrol of root and stem rot in melon cultivation.

Key words: Inhibition, biocontrol agents, Bacillus, Trichoderma, Streptomyces.

INTRODUCCION productores, con una participacion del 25.2, 16.1 y
15.7% de la produccién nacional (SIAP 2016). La

En México se reporta una produccién anual pudricion de raices y tallo en este cultivo ha sido

de melén de 605 mil toneladas, siendo los estados
de Coahuila, Michoacdn y Guerrero los principales
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un factor limitante de la produccién intensiva, iden-
tificAndose a Fusarium oxysporum, F. proliferatum y
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F. solani, como agentes causales de la enfermedad
(Chehri et al. 2011, Zhao et al. 2014, El-Amraoui
et al. 2015) y en especifico a F oxysporum f. sp.
melonis (FOM) (Sebastiani et al. 2017). El hongo
FOM es un habitante del suelo que infecta a las plan-
tas penetrando de forma directa o por heridas de las
raices de donde se extiende hasta el xilema; provo-
cando marchitamiento y muerte, ademas de persistir
en el suelo debido a la produccién de clamidospo-
ras (Agrios 2005). EIl control genético de esta en-
fermedad es el método més estudiado, se han de-
terminado los mecanismos de respuesta de defensa
constitutiva o inducida de genotipos de melon a través
de observaciones microscopicas, donde se observa
el comportamiento de Fusarium en el xilema (Co-
hen et al. 2015). Para evaluar materiales genéti-
cos por métodos moleculares van Dam et al. (2017)
disefaron 18 pares de cebadores de PCR, con base
a genes efectores candidatos, que discriminan entre
siete formas especiales que afectan a cucurbitaceas,
lo que permite reconocer los genotipos hospederos
de cada una de ellas.

Los fungicidas como benomyl, carbendazim,
procloraz, fludioxonil, tebuconazole 6 azoxystrobin
son los mas utilizados para su control, pero en con-
traparte impactan de forma negativa la biodiversidad
del agroecosistema, con efectos nocivos en la salud
humana y animal, ademas de que generan resisten-
cia (Suarez et al. 2011). Se tienen registros de la
resistencia a fungicidas (Brent y Hollomon 2007),
lo cual no ocurre con el uso de agentes de control
bioldgico, quienes controlan a los fitopatégenos por
efecto directo, antibiosis, competencia por nutrientes
y espacio, o parasitismo, o bien interfiriendo con los
mecanismos patogénicos de la enfermedad y modi-
ficando la interaccién patdgeno-planta, al inducir re-
sistencia adquirida local o sistémica (Bardin et al.
2015). Existe una interaccién positiva de los mi-
croorganismos con plantas cultivadas, al aumentar
el crecimiento, rendimiento y suprimir los efectos
patolégicos (Suéarez et al. 2007). Por ejemplo Tri-
choderma spp. se reporta en tomate (Debbi et al.
2018), Bacillus spp. en melén y banano (Cao et al.
2011, Xue et al. 2015) y Streptomyces spp. en An-
dropogon gerardii y Lespedeza capitata (Essarioui et
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al. 2017). Estas caracteristicas les confieren a los
agentes de control biolégico una alternativa eficiente
para el manejo de la enfermedad. Por lo anterior, el
objetivo del presente trabajo fue identificar el agente
causal de la pudricién radical del cultivo de melén
de la regién de Paila, Parras Coahuila y evaluar la
actividad antagonica de agentes microbianos como
manejo y control de esta enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestras de la enfermedad

En los meses de junio y julio de 2015, se
muestrearon parcelas de melén chino cantaloupe de
la localidad de Paila Municipio de Parras de la Fuente,
Coahuila (Tabla 1). Se colectaron plantas comple-
tas con sintomas de marchitez, necrosis en raices
y tallo, las cuales se colocaron en bolsas plasticas
y trasladadas para su procesamiento al laboratorio
de Fitopatologia del Departamento de Parasitologia,
de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN), en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.

Aislamiento e identificacion del agente causal
Las raices colectadas y la parte basal de las
plantas se lavaron con agua corriente, se secaron
a temperatura ambiente, se cortaron en pequefios
trozos de tejido y se colocaron en una solucion de
hipoclorito de sodio al 1% durante 3 min. Después
se lavaron tres veces con agua destilada estéril y
se transfirieron de forma aséptica a cajas Petri con
medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA), acidifi-
cado con &cido lactico (200 ul L=!). Las placas se
incubaron a 28 °C por siete dias. En funcién de
los tipos de crecimiento y coloracién se recuperaron
diferentes aislamientos y transcurridos 10 dias se
observaron bajo microscopio compuesto las macro-
conidias caracteristicas del género Fusarium. De los
aislamientos se hizo una suspensién de conidias en
agua destilada estéril para obtener esporas aisladas
en placas con PDA. Transcurridas 24 h, se trans-
firieron puntas de hifa en placas con PDA, hasta su
desarrollo para observar crecimiento colonial. A par-
tir de los cultivos puros, se tomaron fragmentos de
la colonia y se transfirio al centro de cajas Petri con
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Tabla 1. Sitios de muestreo de Fusarium spp. en parcelas comerciales de la regiéon productora de melén de

Paila, Municipio de Parras de la Fuente, Coahuila.
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Localidad Coordenadas Muestras Muestreo Cepa

Rancho Raul Rivera 25° 42° 39.3" LN Melén, primera Mayo-Junio del 2015  FRR-1
102° 00’ 45.5” LO etapa de siembra

Rancho La Guadalupana 25° 42’ 22" LN Melén, segunda Mayo-Junio del 2015  FRG-2
102° 20’ 43" LO etapa de siembra

Rancho Adolfo Flores 25° 45’ 57.8" LN Melén, segunda Mayo-Junio del 2015  FAF-3
101° 59’ 50" LO etapa de siembra

Rancho Elena 25° 45° 10" LN Melén, tercera Mayo-Junio del 2015  FRE-4
102° 24’ 47" LO etapa de siembra

Rancho Feliciano Alarcon 25° 45’ 20.2" LN Melén, primera Mayo-Junio del 2015  FCA-5
102° 10’ 48.5" LO etapa de siembra

Rancho Héctor Alarcon 25° 45’ 39" LN Melén, siembradela  Mayo-Junio del 2015  FHA-6

102° 10’ 53" LO

temporada pasada

PDA y Synthetischer néhrstoffarmer agar (SNA). Las
placas inoculadas se incubaron a 28 °C por 15 dias,
se procedié a realizar observaciones macroscopicas
de las cepas crecidas en PDA. De las cepas que
se desarrollaron en medio SNA, se hicieron monta-
jes en portaobjetos para observar las caracteristicas
microscopicas del hongo. Para identificar las es-
pecies, se usaron las claves taxonémicas de Leslie y
Summerell (2006) mediante la observacién de la mor-
fologia del micelio, fialides, microconidias y macro-
conidias.

Identificacion molecular de Fusarium

Los aislamientos de Fusarium se sembraron
en el medio de cultivo PDA y se incubaron por cinco
dias. La extraccién del ADN se realiz6 mediante
el método de Doyle y Doyle (1990), con modifica-
ciones; la extraccién se valor6é con electroforesis en
gel de agarosa al 1%. La amplificacion se realiz6 con
el método de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), de las regiones internas transcritas ITS1 e
ITS4 entre los genes ribosomales (rDNA) 18S-5.8S
y 5.85-28S utilizando el par de iniciadores de se-
cuencia ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG)/ ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC). La amplificacién se
realizd, colocando en cada muestra buffer de enzima
a 1x, 1 uL; dNTP’s a 0.2 mM, 1 uL; MgCl a 2 mM,
0.4 uL; ITS1 a1 pM, 0.5 uL; ITS4 a 1 pM, 0.5 uL;
0.5 UDO de Taq polymerasa, 0.1 uL; DNA problema
ajustado a 50 ng, 1 uL; y 5.5 uL de agua ultrapura
estéril para ajustar un volumen final de 10uL. Las
condiciones para el termociclador fueron: 1 ciclo de
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desnaturalizacién inicial a 94 °C por 5 min, 30 ciclos
de desnaturalizacién a 95 °C por 10 s, 30 ciclos de
alineamiento a 57 °C por 30 s, 30 ciclos de extensién
a 72 °C por 2 min y 1 ciclo de extension final a 72
°C por 5 min (Ochoa et al, 2012). Los productos de
PCR se purificaron con el kit de purificacion de ban-
das de in vitro gen (PureLink'™ Quick Gel Extraction
and PCR Purification Combo Kit), para proceder a su
secuenciacién directa en ambas direcciones, usando
el algoritmo BLAST, las secuencias obtenidas fueron
comparadas con las reportadas en la base de datos
del banco de genes del NCBI, por sus siglas en in-
glés. Para la edicion del &rbol filogenético se hizo la
alineacién mediante el software Clustal Omega y el
grafico con el programa FrigTree.

Pruebas de patogenicidad de Fusarium

Se realizaron con pruebas in vitro (Sanchez et
al. 1975), sumergiendo semillas de melén desinfec-
tadas del genotipo Top Mark (altamente susceptible)
en una suspension de conidios de cada aislamiento
(1 x 10° conidias por mL) producidos en PDA. Se
incubaron sobre placas con Agar-Agua (AA) a 28 °C,
durante siete dias. La severidad de la enfermedad se
evalud, mediante la escala: 0 = sin sintomas visibles;
1 = puntos necréticos aislados en el hipocotilo; 2 =
oscurecimiento en la base del hipocétilo; 3 = lesién
necrética de 1-5 mm en la base del hipocotilo; 4 =
lesién necroética de 6-10 mm en la base del hipocétilo;
5 = lesion necrética mayor a 11 mm en la base del
hipocatilo.
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Tratamientos evaluados

Los microorganismos antagénicos evaluados
fueron: Bacillus liquefaciens (BIF), B. amyloliquefa-
ciens (BCC), B. subtillis (BSK), Trichoderma aspere-
llum (TA), T. harzianum (TH2), T. viride (TV), Strep-
tomyces longisporoflavus, (SL), S. mutabilis (SM), S.
griseus (SQG) y Streptomyces sp. (SSP), provenientes
del cepario del Departamento de Parasitologia de la
UAAAN. El experimento se estableci6 bajo un disefio
completamente al azar, con 78 tratamientos y cinco
repeticiones. La unidad experimental consistié en una
placa de Petri y la variable a medir fue el didmetro de
crecimiento del hongo.

Bioensayo

La actividad inhibitoria de las 10 especies men-
cionadas anteriormente se evalué por separado con
seis aislamientos de Fusarium. En el caso de Tri-
choderma se realiz6 mediante la técnica de Cherif y
Benhamou (1990), que consistié en depositar en un
extremo de la caja Petri un explante PDA de 5 mm
de didmetro con micelio de Fusarium de ocho dias
de edad y en el otro extremo de la caja se deposito
un explante de 5 mm de las diferentes especie de Tri-
choderma, incubandose a 28 °C por 12 h. Después,
se midid el crecimiento radial de Fusarium cada 24 h,
para lo cual se utilizé un Vernier digital. Para medir
el antagonismo de Bacillus y Streptomyces se utilizé
el método de confrontacién, en este caso la especie
antagonista a evaluar se inoculd en los cuatro puntos
cardinales de cada placa con medio de cultivo PDA 'y
colocando al centro de la misma un explante de 5 mm
de diametro de Fusarium. Las placas se incubaron
a 28 °C, la medicion de la capacidad inhibitoria se
realiz6 con un Vernier digital, tomando el diametro
del crecimiento fungico (mm) en los dos puntos car-
dinales referentes a la inhibicion. Posteriormente se
determiné el porcentaje de inhibicion mediante la for-
mula: Porcentaje de inhibicién = (DCC-DCT) * 100) /
DCC, donde: DCC = Diametro de la colonia control, y
DCT = Diametro de la colonia tratada.

Anadlisis estadistico
Se realizé la prueba Shapiro WIik para deter-

minar la distribucion normal de los datos, un andlisis
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de varianza (ANVA) y una prueba de comparacién de
medias segun Tukey (p < 0,05). El andlisis de los
datos se realizd con el programa estadistico SAS.

RESULTADOS

Aislamiento e identificacion de Fusarium

Se aislaron seis hongos, que tuvieron
caracteristicas tipicas de Fusarium (Tabla 2). El
crecimiento caracteristico de F. solani (FRR-1, FRG-
2 y FCA-5) mostré pigmentacién blanca y beige en
medio solido PDA (Figura 1), al microscépio se ob-
servaron microconidias en fialides largas, agrupadas
en falsas cabezas, de forma oval a eliptica, mono
y bicelulares, las macroconidias presentaron célu-
las apicales y basales redondeadas de tres a cinco
septos. F oxysporum (FAF-3, FRE-4 y FHA-6), pre-
senté micelio algodonoso, coloracion café y violeta
rosaceo, microscépicamente se encontraron micro-
conidias unicelulares y bicelulares, de forma ovoide
a elipsoide, en fialides cortas agrupadas en falas
cabezas y macroconidias con las células apicales
ligeramente curvadas, células basales truncas con
tres a cinco septos.

Se corrobord la identidad de las mismas, a
través de la técnica de ITS-PCR, obteniendo produc-
tos amplificados de aproximadamente 500 pb (Figura
2), resultando los aislamientos FRR-1, FRG-2 y FCA-
5 como la especie Fusarium solani y los aislamientos
FAF-3, FRE-4 y FHA-6 como Fusarium oxysporum,
con un porcentaje de identidad del 97 al 100% (Figura
3).

Pruebas de patogenicidad

Se determin6 que las cepas identificadas como
FRR-1, FRG-2 y FCA-5, de Fusarium solani, fueron
altamente patogénicas ubicandose en la escala de
severidad en el nivel 5, al igual las cepas FAF-3 y
FRE-4 de Fusarium oxysporum, mientras que la cepa
FHA-6 se situ6 en el nivel 4 y el testigo no presenté
dafios visibles (Figura 4).

Actividad antagonista
El porcentaje de inhibiciébn entre microorga-
nismos evaluados in vitro (Tabla 3), muestran que Tri-
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Tabla 2. Similaridad de las secuencias de nucleétidos de los aislamientos
Fusarium spp. obtenidos de la region de Paila, comparadas con la base de datos

Espinoza-Ahumada et al.

Control Biologico de Fusarium spp. del Melon

del NCBI.

Aislado Especie Nucleotidos* No. de acceso” IS*

FRR-1 F. solani 421 KU883630 100%
FRG-2 F. solani 477 KU325529 98%
FAF-3 F. oxysporum 429 KU097274 98%
FRE-4 F. oxysporum 475 KU097274 97%
FCA-5 F. solani 432 KU325529 99%
FHA-6 F. oxysporum 450 KT366736.1 97%

* = NGimero de nucleétidos de la secuencia comparada, * = indice de similaridad
de la secuencia comparada con las bases de datos, y ¢ = Nimero de acceso en
la base de datos del NCBI.

Ecosist. Recur. Agropec.
6(16):45-55,2019

Figura 2. Gel de extraccion de ADN de aislamientos de Fusarium (A). Gel de agarosa de productos

de PCR obtenidos a partir de ADN de aislados de Fusarium utilizando ITS1 e ITS4 (B).
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FGR5
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o.02

Figura 3. Dendrograma obtenido por alineacién mediante Clustal Omega y
FrigTree.

Figura 4. Pruebas de patogenicidad en semillas de melén: A) Aislamiento FRR-1; (B) Ais-
lamiento FRG-2; (C) Aislamiento FAF-3; (D) Aislamiento FRE-4; (E) Aislamiento FCA-5; (F)
Aislamiento FHA-6.; (G) Testigo sin inocular.
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Tabla 3. Porcentaje de capacidad antagénica de diferentes organismos biolégicos contra cepas de Fusarium

Spp.
*Cepas de Fusarium spp.

Organismos antagonicos  FRR-1 FRG-2 FAF-3 FRE-4 FCA-5 FHA-6
B. liquefaciens 46.940a0 384 Babc 31 4BChc 34 gCDbc 580 CDc 44 g DEab
B. amyloliquefaciens 51.4A4Bab 38 9B« 37.8 B¢ 42.9BCbe 412 BChe 55 Ca
B. subtillis 457 B 38.6 B¢ 37284 42.4 Bra 34.6 €4 46.4 Da
T. asperellum 57.24b 615440  g434ab 62.3 Aab 54.9 A0 74144
T. harzianum 54.94Bb 55 4Ab 56.14a  go5Aa  57gAd  gq7Ba
T. viride 49.844b  5g3Aa 54.9 44 51144 593BCa  g47Ba
S. mutabilis 19.8Cbc  p75Bab 1 5CDbc pygDebc 454 DEc 355 Ea
S. griseus 3.7Da 43Ca 2.4E« 5.2 Fa 4.4 EFa 3.4 5@
S. longisporoflavus 0.7 e 0.2 Ca 2.2k« 2.0Fa 0.6 ¢ 0.8 fe
Streptomyces sp. 8.0 0b 48Ch 12.9Dab 153 E« 6.2 EFb 5.1Fb

Letras mayUsculas indican comparacién entre columnas, letras minUsculas indican comparacion entre filas,
porcentajes de inhibicion con diferentes letras representan diferencias (p < 0.05).

choderma asperellum, fue el que presenté mayor
efectividad bioldgico contra los distintos aislamien-
tos de Fusarium aisladas de melén, alcanzando por-
centaje de inhibicion del 54.9 al 74.1%, seguido de
T. harzianum con antagonismo del 54.9 al 64.7%.
El aislamiento FHA-6 de F. oxysporum, fue el que
presenté mayor susceptibilidad y FRR-1, identificada
como F. solani, mostr6 menores porcentajes de in-
hibicion a las diferentes especies de Trichoderma.
En las evaluaciones con Bacillus spp., se encontré
que B. amyloliquefaciens present6 los niveles mas
altos de control, con niveles del 37.8 al 55.2% en los
aislamientos FAF-3 y FHA-6, respectivamente. Los
menores porcentajes de inhibicién fueron en el ais-
lamiento FCA-5, del 28.2 y 34.6%, con B. liquefaciens
y B. subtillis, y FAF-3 con 37.8% en B. amyloliquefa-
ciens (Tabla 3). Al evaluar las cuatro especies de
Streptomyces como alternativa de control in vitro, se
encontr6 bajos niveles de actividad contra las es-
pecies de este fitopatdégeno. S. mutabilis alcanzé los
mayores efectos antagonistas con 35.5% de inhibi-
cién contra el aislamiento FHA-6, la mas susceptible,
y S. longisporoflavus el controlador que presentd los
niveles mas bajos de antagonismo. La inhibicion
promedio mas alta con respecto a los seis aislamien-
tos de Fusarium se obtuvo que las tres especies de
Trichoderma que mostraron porcentajes de inhibicion
del 62.4 al 54.8%, seguido de Bacillus spp. en un
rango de 44.5 al 36.9% y Streptomyces spp. de 23.6
al 1.1% (Figura 5).
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DISCUSION

Las especies F. oxysporumy F. solani son los
agentes causales de la pudricion de raices y tallos
en el cultivo de melén, lo que coincide con investiga-
ciones realizadas previamente (Chehri et al. 2011,
Seo y Kin 2017). En la presente investigacion, las
tres especies de Trichoderma alcanzaron niveles del
49 al 74% de inhibicion, valores que son similares
a lo reportado por Garcia (2015) y El-Komy et al.
(2015) quienes reportan hasta el 72% de inhibicion
del crecimiento de Fusarium spp. En este contexto
Yanet y Cabrales (2016) en evaluaciones in vitro,
encontraron que dos cepas de T. asperellum y una
de T. longibrachiatum, confrontadas con diferentes
cepas de Moniliophthora roreri, al sexto dia lograron
el 100% de antagonismo y concluyeron una mani-
festacién microscépica de micoparasitismo sobre los
fitopatdgenos. Al respecto, Song et al. (2014) re-
portan que B. amyloliquefaciens inhibe un 85% el
crecimiento de Fusarium, aislado del cultivo de gin-
seng (Panax ginseng Meyer). Se tiene evidencia que
la bacteria B. velezensis produce tres compuestos de
lipopéptidos (surfactina, iturina y fenginina), que son
responsables de una fuerte actividad antagonista,
contra F. oxysporum f. sp. cubensey F. oxysporum
f. sp. cucumerinum (Cao et al. 2018), y ademas son
promotoras del crecimiento vegetal, y forman espo-
ras que son faciles de formular y conservar hasta su
inoculacién (Pila 2016, Khan et al. 2017). Para el
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Figura 5. Antagonismo de agentes microbianos a las cepas de F. oxysporum (FAF-3, FRE-4,
FHA-6) y F. solani (FRR-1, FRG-2, FCA-5).

Figura 6. Trichoderma sp. vs a Fusarium spp. (A) y testigo (B); Bacillus sp. vs a Fusarium
spp. (C) y testigo (D); Streptomyces sp. vs a Fusarium spp.(E) y testigo (F).

caso de S. mutabilis, Thakur et al. (2007) y Pérez nismo, lo que concuerda con la variabilidad inhibitoria
et al. (2015) al evaluar Streptomyces spp. contra que se observé en este trabajo (Figura 6). La lenti-
Fusarium encontraron bajos porcentajes de antago- tud en el desarrollo del crecimiento de las especies de
www.ujat.mx/era
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Streptomyces en medios de PDA pudiera ser el punto
limitante por el que existe baja actividad de estas bac-
terias in vitro, ya que es comun que el fitopatégeno
se desarrolle mas rapido que Streptomyces, de ahi
la baja actividad antagénica (Davila et al. 2013). Al
respecto Kanini et al. (2013) reportan que la especie
Streptomyces rochei, aislada de la rizésfera de la
planta Pinus brutia, tienen potencial para inhibir el
crecimiento in vitro de Fusarium oxysporum, aislado
del cultivo de tomate, mientras que Martinez et al.
(2017) mencionan que los actinomicetos tienen ac-
tividad inhibitoria en el crecimiento de fitopatégenos
del cultivo del chile.
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