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1. RESUMEN

A nivel mundial, el banano es uno de los alimentos mas consumidos y en areas
tropicales su produccion puede llegar al 80%. Esta planta se ve afectada por el hongo
fitopatogeno Fusarium oxysporum f. sp. cubense causante de la marchitez del banano o
mal de Panam4, debido a esto el presente estudio evalud la capacidad antagonica de
bacterias y hongos endofitos aislados de rizosfera de cultivo banano contra Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 1. Bacterias y hongos de la rizosfera de banano se aislaron
y enfrentaron al hongo fitopatdgeno mediante pruebas duales. Las bacterias y hongos con
mayor porcentaje de inhibicidn frente a Fusarium fueron identificadas a nivel de especie
mediante técnicas moleculares. Como resultado se obtuvieron siete bacterias, que se
identificaron como: Bacillus cereus, dos cepas de Serratia marcescens, Variovorax
paradoxus, Cupriavidus necator, Nocardioides nitrophenolicus y la séptima bacteria no
pudo ser secuenciada debido a falta de tiempo. Se obtuvieron cuatro hongos con alto
porcentaje de inhibicidén que se identificaron como: Thielaviopsis musarum, dos cepas
de Trichoderma harzianum y Trichoderma lentiforme. Los resultados presentaron once
microorganismos con capacidad biocontroladora potencial frente al hongo fitopatdgeno
Fusarium oxysporum en estudios in vitro. Se recomienda llevar el experimento a campo

para validar esta informacion in situ.

PALABRAS CLAVE. — Antagonismo, bacterias, hongos, Fusarium oxysporum,
rizosfera

2. ABSTRACT

Worldwide, banana is one of the most consumed foods and in tropical area the
production can reach 80%. This plant is affected by the phytopathogenic fungus Fusarium
oxysporum f. sp. cubense causing banana wilt or Panama disease, due to this the present
study evaluated the antagonistic capacity of bacteria and endophytic fungi isolated from
the rhizosphere of banana cultivation against Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1.
Bacteria and fungi from the banana rhizosphere were isolated and confronted with the
phytopathogenic fungus through dual tests. The bacteria and fungi with the highest
percentage of inhibition against Fusarium were identified at the species level using
molecular techniques. As a result, seven bacteria were obtained, which were identified
as: Bacillus cereus, two strains of Serratia marcescens, Variovorax paradoxus,
Cupriavidus necator, Nocardioides nitrophenolicus and the seventh bacterium could not

be sequenced due to lack of time. Four fungi with a high percentage of inhibition were



obtained and identified as Thielaviopsis musarum, two strains of Trichoderma harzianum
and Trichoderma lentiforme. The results presented eleven microorganisms with potential
biocontrol capacity against the phytopathogenic fungus Fusarium oxysporum in in vitro
studies. It is recommended to take the experiment to the field to validate this information

in situ.
KEY WORDS. - Antagonism, bacteria, fungi, Fusarium oxysporum, rhizosphere

3. INTRODUCCION

El banano es uno de los alimentos més consumidos a nivel mundial. En areas
tropicales la produccién para el consumo local llega al 80%. Esta actividad agricola
representa un aporte a la economia de aproximadamente 35.200 millones de ddlares cada
afio, de manera que esta fruta figura como uno de los productos alimentarios y
econdémicos mas importantes (Garcia et al., 2020). La marchitez causada por Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 4 en cultivos de banano ha afectado a 20 paises y 135
productores, lo que significa una gran preocupacion para Latinoamérica y el mundo

(Martinez, Rey, Pargas y Manzanilla, 2020).

Fusarium oxysporum f. sp. cubense es un hongo ampliamente distribuido en el
suelo y causa una de las enfermedades méas devastadoras en cultivos de banano. Invade
las raices y obstruye el paso de agua y nutrientes a través de la colonizacién vascular. Los
primeros sintomas de la enfermedad que se observan son la decoloracion y la marchitez
de las hojas, que, posteriormente, se tornan amarillas brillantes con bordes muertos y, en
estados avanzados, puede provocar necrosis en el pseudotallo (Chandra y Pious, 2015;
Kaushal, Mahuku y Swennen, 2020).

La enfermedad causada por Fusarium oxysporum provoca grandes pérdidas en la
produccion de banano en Ecuador y todo el mundo, al punto que provocd en
Centroamérica la desaparicion de un tipo de banano de exportacion “Gros Michel” en
1950, con una pérdida de 2 000 millones de dolares (Magdama, Moserrate, Serrano,
Garcia y del Mar, 2020; Pegg, Coates, Neill y Turner, 2019). Este patdgeno se clasifica
en cuatro razas, de las cuales tres son capaces de perjudicar al banano, la marchitez por
Fusarium raza 1 es una de las mas destructivas, al ser considerada la primera epidemia
en atacar gran cantidad de cultivos de “Gros Michel” que obligoé a la industria a cambiar
por bananas “Cavendish” que es resistente a la raza 1 (Martinez, Rey, Pargas y
Manzanilla, 2020; Zapata, Henao, Patifio, S&nchez y Hoyos, 2019).



Actualmente, el cultivar “Cavendish” conforma el 99% de exportaciones. Sin
embargo, esta no es una solucion permanente, ya que este cultivar de banano es
susceptible a Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 (Dita, Barquero, Heck, Mizubuti
y Staver, 2018). Por tanto, es importante realizar nuevas investigaciones sobre diferentes

métodos de control de esta enfermedad en el cultivo.

De acuerdo con Magdama, Moserrate, Serrano, Garcia y Jiménez (2020) la
produccion de banano influye notablemente en la economia de Ecuador, donde es el
segundo producto de exportacion después del petréleo. Las enfermedades que afectan a
los cultivos de banano representan importantes limitaciones en la produccion y en la
exportacién. Tradicionalmente estas enfermedades se controlan con productos quimicos,
los cuales generan efectos negativos en el ambiente. Por ello, el uso de bacterias y hongos
endéfitos y de la rizosfera es una de las mejores opciones para el control de esta
enfermedad, porque no solo se enfoca en detener la infeccion del hongo en plantas de
banano, sino que también beneficia al medio ambiente. Asi, se genera una alternativa
efectiva para el control de la marchitez en el pais y se beneficia a los grandes y pequefios
productores de banano que se ven afectados por la enfermedad (Kumar, Bhattacharyya,
Chandra, Dinesh y Swamy, 2021). Aunque se ha analizado a Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza 1y los efectos que causa la marchitez en cultivos de banano en Ecuador, no
existen suficientes estudios reportados sobre el uso de bacterias y hongos endéfitos y de
la rizosfera de plantas de banano como controladores bioldgicos de este hongo

fitopatdgeno.

Grupos microbianos encontrados en la rizosfera, como bacterias y hongos,
mejoran la respuesta inmune de la planta frente a diferentes plagas. Por esto, se han
estudiado para la formulacién de bioproductos como biocontroladores y biofertilizantes
(Sekar, Raj y Prabavathy, 2016). La aplicacion de bacterias y hongos endéfitos en el suelo
de cultivos afectados por cepas patogenas del género Fusarium puede reducir
significativamente el dafio que provoca el hongo en la planta (Thangavelu y Gopi, 2015).
Esto ayudaria a limitar el uso de fungicidas quimicos, cuya eficiencia puede verse
comprometida por factores como el desarrollo de mecanismos de resistencia por parte del
patdgeno o la interferencia de distintos factores ambientales. Adicionalmente, estos

agroguimicos tienen un efecto nocivo en el medio ambiente y en la salud del consumidor.



Se ha reportado que, las bacterias endofitas, ademas de ser controladoras
bioldgicas, también promueven el crecimiento de la planta (Argon y Beltran, 2019;
Chandray Pious, 2015). Los hongos endofitos, por su parte, son buenos controladores en
enfermedades vasculares como la causada por Fusarium (Zapata, Henao, Patifio, Sdnchez
y Hoyos, 2019).

Segun Magdama (2019), el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4
Tropical es el causante de una de las enfermedades mas destructivas en el banano
denominada “el mal de Panama”. El término forma specialis se utiliza para diferenciar a
los aislados que afectan a diferentes hospederos. En este caso, el uso de “f.sp.” cubense
refiere a las cepas de Fusarium oxysporum que producen la enfermedad exclusivamente
en cultivos de banano. En la actualidad, se conocen tres razas, donde, raza aplica para
diferenciar el tipo de cepa de Fusarium que ataca al banano. Especificamente, la raza 4
Tropical es conocida por causar la enfermedad en estas plantas en zonas tropicales, sin

estrés aparente.

El microbioma endofito de plantas de banano hace referencia a los
microrganismos que colonizan y habitan los tejidos vegetales, se puede caracterizar el
microbioma mediante el uso de herramientas metagendémicas basadas en secuenciacion.
Estas herramientas biotecnologicas permiten identificar y diferenciar la estructura de la
microbiota de plantas sintomaticas y asintomaticas. Las Ultimas se caracterizan por una
predominancia del orden de bacterias Pseudomonadales y de la familia de actinobacterias
Streptomycetaceae, ambos conocidos por su capacidad biocontroladora contra
fitopatdgenos. En contraste, el microbioma de las plantas que presentaron sintomas esta
compuesto principalmente por el orden de bacterias Flavobacteriales (Kaushal, Mahuku
y Swennen, 2020). En este contexto, bacterias endéfitas en cultivos de banano se han
analizado como posibles controladores biolégicos de Fusarium oxysporum. Por ejemplo,
Pseudomonas aeruginosa (GNS.13. 2a) puede resultar efectiva al inhibir el crecimiento
de Fusarium en ensayos de tamizaje realizados en agar papa dextrosa (PDA por sus siglas
en inglés) y agar nutritivo (Chandra y Thomas, 2015; Ragavi, Muthamilan, Nakkeeran,
Kumaravadivel y Suganthi, 2019).

Los hongos enddfitos se desarrollan dentro de todos los tejidos vegetales y
mantienen asociaciones con la planta. En banano se investigan estos microorganismos

para determinar su capacidad biocontroladora de fitopatdgenos como Fusarium spp. Se



reporta que las plantas saludables poseen una mayor diversidad de hongos endoéfitos en
comparacion a las plantas infectadas (Argon y Beltran, 2019; Zapata, Henao, Patifio,
Sanchez y Hoyos, 2019). A nivel nacional, Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1, se
estudio principalmente por su impacto negativo en cultivos de banano Gros Michel,
utilizado principalmente en la década de 1950 para la exportacion. Por ello, su estudio en
el cultivo actual de banano cultivar Cavendish resulta crucial para fortalecer el plan de
contingencia contra FOCRAT en el Ecuador a través de estudios filogenéticos y pruebas

de patogenicidad. (Magdama, Moserrate, Serrano, Garcia y Jiménez, 2020).

4. OBJETIVOS
4.1.0BJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad antagénica de bacterias y hongos endéfitos aislados de
rizosfera de cultivo banano contra Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 (Foc R1).

4.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar fenotipicamente diferentes aislamientos de bacterias y hongos de

cultivos de banano por medio de técnicas tradicionales.

Evaluar la capacidad antagdnica de cada bacteria y hongo aislado contra Fusarium

oxysporum mediante la técnica de cultivo dual.

Identificar molecularmente las bacterias y hongos con potencial antagonista.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1.AISLAMIENTO DE BACTERIAS Y HONGOS ENDOFITOS Y
RIZOSFERICOS

Se prepard una suspension madre con un gramo de rizosfera y 9 mL de agua
peptonada para luego obtener diluciones seriadas en base 10. Las bacterias fueron
sembradas en superficie siguiendo el protocolo establecido por Moya, Garcia, Avilés,
Andujar y Nufiez (2014) con modificaciones. Se colocé 1 mL de diluciones entre 1072
108 en platos Petri individuales con agar nutritivo, agar 523 y agar 523 diluido al 10% de
la concentracion indicada. Los tres medios fueron suplementados con nistatina (20mg/L)
para evitar el crecimiento de hongos y las placas resultantes se incubaron por 24 horas a
30°C, para el aislamiento de posibles bacterias oligotroficas se incubd durante 48 horas.

La metodologia de Adebayo et al. (2019) con modificaciones se utilizé para el aislamiento



de hongos: el in6culo se sembré por profundidad mediante la adicién de 1 mL de las
diluciones 101-10 en platos Petri con agar papa dextrosa (PDA por sus siglas en inglés)
y con agar extracto de malta (MEA por sus siglas en inglés), ambos sin antibi6tico con el
objetivo de evidenciar, preliminarmente, el crecimiento de bacterias antagonistas y, se

incubo a 25°C durante 24 a 72 horas.

La purificacion de las bacterias y los hongos se realizd segun el protocolo
establecido por Adebayo et al. (2019), las colonias fungicas y bacterianas se purificaron

en los medios de cultivo originales.

Caracteristicas macroscopicas como tamafo, color, tipo de micelio y forma de la
colonia se registraron para describir a los hongos; mientras que tamafio, color, forma y

tipo de crecimiento se anotaron para bacterias (Maldonado, L6pez, Lores y Osorio, 2017).

5.2.PRESERVACION DE BACTERIAS Y HONGOS

Los aislamientos bacterianos se preservaron mediante el protocolo mencionado
por Belmonte, Nogueras, Contigiani, Gandini y Sutich (2008) con modificaciones.
Colonias bacterianas se sembraron en caldo cerebro corazon (BHI por sus siglas en inglés)
para realizar una suspension bacteriana, se incub6 a 27°C durante 24 horas.
Posteriormente, se colocd 500 pl de esta suspensién en un microtubo de 1.5 mL con 500
ul glicerol llegando a una concentracion final de 20% (v/v) del agente crioprotector y se
almacend a una temperatura entre -20°C. La conservacion de hongos se realizo siguiendo
el protocolo indicado por Ladino, Rubio y Chacin (2016) con modificaciones.
Fragmentos de agar con micelio de cada hongo se colocaron en microtubos de 1.5ml, se

colocé agua destilada estéril hasta cubrirlos y se almacenaron a temperatura ambiente.

5.3.ENSAYOS PRELIMINARES: TAMIZAJE Y ANTAGONISMO

Las bacterias antagonistas fueron evaluadas mediante el protocolo de Ben et al.
(2019) con modificaciones. En el centro de la caja Petri con agar PDA se colocd, un disco
de 5 mm de agar con micelio del fitopatdgeno de una semana de incubacién. Se realizaron
dos estrias paralelas de un cultivo bacteriano a tres centimetros de distancia del hongo, en
los lados sobrantes se repiti6 el procedimiento con otras bacterias. Como control se colocé
en otra caja Petri con agar PDA Unicamente un disco con micelio del fitopatdgeno en el
centro, se incubo durante 7 dias a 30°C y se registraron las medidas del crecimiento radial

del fitopatdégeno en milimetros a los 7 dias.



Una vez seleccionadas las potenciales bacterias biocontroladoras, por medio del
porcentaje de inhibicion, se repitio la misma metodologia establecida por Ben et al. (2019)

para los antagonismos, con exclusivamente un cultivo bacteriano por plato Petri.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) se calcul6 con la
siguiente férmula: 1 = (C-T) / C x 100, indicada en el protocolo de Li, Sun,
Saravanakumar y Chen (2015), donde | es el porcentaje de inhibicién, C es el crecimiento
radial del fitopatdgeno sin enfrentamiento (control) y T es el crecimiento radial del

fitopatdgeno en presencia del posible biocontrolador.

Los antagonismos de los hongos siguieron el protocolo establecido por Li, Sun,
Saravanakumar y Chen (2015). Se colocé un disco de 5 mm del fitopatégeno de una
semana de incubacion a 2 cm del borde de la caja Petri con agar PDA y otro disco del
posible biocontrolador al lado opuesto, igualmente a 2 cm del borde de la caja Petri. Como
control, se puso un disco del fitopatdgeno y en el lado opuesto se coloc6 un disco de agar
estéril y se incub6 a 25°C durante 5 dias. Pasado este tiempo se calcul6 el PICR con la

misma férmula indicada en el protocolo.

5.4 ANALISIS ESTADISTICOS

El presente estudio se ajusta a un disefio completamente al azar (DCA), donde los
valores obtenidos del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de bacterias
y hongos se compararon mediante diferentes pruebas estadisticas. En el caso de los
hongos se realizd un analisis de varianza (ANOVA). Los valores obtenidos de las
bacterias no cumplieron los supuestos del ANOVA y se realiz6 la prueba no paramétrica
Chi cuadrado, en ambos casos se utilizé el programa estadistico SPSS (Sanchez, Reyes y
Mejia, 2018).

5.5.ANALISIS MOLECULAR DE BACTERIAS Y HONGOS

Para la extraccion de ADN de las bacterias se utilizo el kit Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega, Madison, Wisconsin, E.E.U.U.). Se adicion6 1 mL del
cultivo bacteriano en un microtubo de 1.5 mL, se centrifugé 13000 - 16000 rpm durante
dos minutos para sedimentar células y se eliminé el sobrenadante. Para bacterias Gram
positivas, se afiadid lisozima al sedimento celular re suspendido en un volumen total de
120 pl, se incubaron las muestras a 37°C durante 30-60 minutos, se centrifugd por dos
minutos a 13000- 16000 rpm y se removio el sobrenadante. Se afiadieron 600 pl de la

solucion de lisis nuclear, se incub6 a 37°C durante 15-60 minutos, se enfriaron las



muestras a temperatura ambiente, se les adiciond 200 pl de la solucion de precipitacion
de proteinas, se agitaron las nuevas soluciones obtenidas en el vortex durante 20
segundos, se incubaron las muestras en hielo durante cinco minutos, se centrifug6 entre
13000 - 16000 rpm durante tres minutos, se transfirieron independientemente los
sobrenadantes a un microtubo de 1.5mL con 600 pl de isopropanol a temperatura
ambiente, se mezcld cada microtubo por inversion y, se centrifugo entre 13000- 16000
rpom durante dos minutos. El isopropanol de cada tubo se descartd sobre un papel
absorbente limpio, teniendo cuidado de no eliminar el sobrenadante, se le agregé 600 pl
de etanol al 70% a temperatura ambiente y se mezcl6 por inversion. Se centrifugo entre
13000- 16000 rpm durante dos minutos, se aspiré el etanol, se dreno el tubo sobre un
papel absorbente limpio y se seco al aire durante 10-15 minutos. Se afiadio 100 pl de la
solucion de rehidratacion de ADN al tubo, se incubd a 65°C durante 1 hora y finalmente
se almaceno el ADN a 2-8°C.

El ADN de los hongos se extrajo siguiendo el protocolo para plantas establecido
en el kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, Wisconsin,
E.E.U.U.). La calidad y concentracion del ADN extraido de bacterias y hongos se midio

por espectrofotometria con el equipo Nanodrop 2000 (ThermoScientific, 2015).

5.6.AMPLIFICACION DEL ADN

Para la amplificacion por PCR de la region 16S del ADN ribosomal se utilizo el
protocolo establecido por Chen et al. (2015) en el que emple6 los cebadores universales
27F (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) y 1492R (5
GGTTACCTTGTTACGACTT 3’). Se afiadio 1,25 mL de cada cebador, 20.5 pl de
Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, E.E.U.U.) y 2 pul de ADN para alcanzar un
volumen de 25 pl. Los parametros aplicados fueron: desnaturalizacion a 95°C durante
cinco minutos, alineamiento a 94°C durante 30 segundos, 58°C durante 30 segundos,
72°C durante 40 segundos y una extension final a 72°C durante 10 minutos y se almacend
a4°C.

La amplificacion por PCR de la region ITS del ADN ribosomal se realiz6 con las
pautas proporcionadas por White, Bruns, Lee y Taylor (1990) con modificaciones. Se
utilizd los cebadores ITS 1 (57 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS 4 (5
GGTCCTCCGCTTATTGATATGC 3°). A 20.5 pl de Master Mix (Promega, Madison,
Wisconsin, E.E.U.U.) se afiadi6 1.25 pl de cada cebador y 2 pl de ADN hasta llegar a un



volumen de 25 pl en cada tubo y se llevo a cabo 25 ciclos con los siguientes parametros:
desnaturalizacion a 95°C por un minuto, alineamiento a 95°C durante un minuto, 55°C
por 30 segundos, 72°C durante un minuto, extension final a 72°C durante cinco minutos

y se almacend a 4°C.

5.7.ELECTROFORESIS Y SECUENCIACION

Los productos de la PCR de bacterias y hongos fueron confirmados mediante
electroforesis de acuerdo con Barghouthi (2011). Los geles de agarosa al 1.5% con una
escalera de peso molecular de 100 pb, recibieron una carga eléctrica de 95 voltios por 60
minutos (Promega, Madison, Wisconsin, E.E.U.U.). El buffer de corrida fue una solucion
de TAE a 1X. La secuenciacion se realizd por el método de Sanger en la empresa

Macrogen (Seul, Corea del Sur).

5.8.ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Las secuencias recibidas se editaron y analizaron a través del programa MEGA
version X (Kumar, Stecher y Tamura, 2016). Posteriormente se comparé con las bases de
datos disponibles en el Centro Nacional para Informacién Biotecnoldgica (NCBI por sus
siglas en inglés) y se escogio las secuencias que obtuvieron mayor porcentaje de identidad
(Altschul, Gish, Miller, Myers y Lipman. 1990).

6. RESULTADOS

6.1.AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION FENOTIPICA DE
BACTERIAS Y HONGOS

Una gran variedad de colonias bacterianas (Figura 1) y colonias fangicas (Figura
2) con diferentes caracteristicas macroscopicas se obtuvieron purificandose un total de 54

bacterias en agar nutritivo (Figura 3) y 46 hongos en agar PDA (Figura 4).
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Figura 1. Aislamiento de bacterias endofitas y rizosféricas. Colonias bacterianas en
cajas Petri con agar nutritivo, agar 523 y agar 523 diluido sembradas con las diluciones
102,10y 10°°.

Figura 2. Aislamiento de hongos enddfitos y rizosféricos. Colonias fungicas en cajas
Petri con agar papa dextrosa (PDA por sus siglas en inglés) y agar extracto de malta (MEA
por sus siglas en inglés) sembradas con las diluciones 102, 103y 10~
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Figura 3. Purificacidon de bacterias endofitas y rizosféricas. Cajas Petri con cultivos

bacterianos puros en agar nutritivo.

Figura 4. Purificacion de hongos endofitos y rizosféricos. Cajas Petri con cultivos

fangicos puros en agar PDA.
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Los cultivos bacterianos puros presentaron gran variedad de colores y formas,
desde el blanco o crema, con forma puntiforme y elevacion convexa hasta un ndmero
pequefio de bacterias con colores y formas diferentes al resto (Tabla 1). La mayoria de
los hongos puros presentaron caracteristicas macroscopicas similares como: micelio

algodonoso y color blanco o crema en anverso y reverso (Tabla 2).

Tabla 1. Descripcién macroscépica de colonias bacterianas enddéfitas y rizosféricas

Codificacion Tamafio mm | Color Forma Elevacion
P8-7 0.5 Blanco Puntiforme Plana
P6-10 0.7 Crema Circular Convexa
P8-5 0.6 Crema Fusiforme Plana
P8-6 0.6 Blanco Circular Convexa
P6-3 0.3 Blanco Puntiforme Plana
P6-5 0.4 Naranja Circular Convexa
P6-9 0.9 Crema Circular Convexa
P6-7 0.9 Crema Circular Plana
P10-8 0.3 Blanco Puntiforme Plana
PH6-1 0.3 Rojo Puntiforme Convexa
P6-2 0.2 Verde claro Puntiforme Convexa
P10-1 0.2 Blanco Puntiforme Plana
P14-5 0.2 Naranja Puntiforme Plana
P10-6 0.2 Blanco Puntiforme Convexa
P14-4 0.2 Blanco Puntiforme Plana
P9-1 0.3 Crema rodeado | Circular Plana

de pigmento café
P19-7 0.3 Crema Puntiforme Plana
P19-2 1 Blanco Circular Plana
P19-4 0.2 Blanco Puntiforme Convexa
P6-1 0.2 Verde claro Puntiforme Plana
P10-5 1 Blanco Circular Convexa
P10-9 1 Amarillo Irregular Convexa
P10-4 1 Amarillo Circular Convexa
P6-6 1 Crema Irregular Plana
P6-8 0.4 Crema Puntiforme Convexa
P25 1 Rojo Circular Convexa
P9-10 1 Blanco Irregular Convexa
P9-11 0.8 Blanco Circular Plana
P9-8 1 Amarillo Irregular Plana
P14-6 0.2 Verde Puntiforme Convexa
P10-3 0.4 Blanco Circular Convexa
P19-3 2 Blanco Irregular Plana
P14-1 1 Amarillo Irregular Convexa
P14-2 1 Blanco Circular Convexa
P10-7 0.3 Blanco Puntiforme Convexa
P19-1 0.2 Amarillo Puntiforme Convexa
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P13-4 0.3 Blanco rodeado | Puntiforme Convexa
de pigmento café
P10-2 0.4 Amarillo Irregular Plana
P13-2 0.2 Blanco Puntiforme Plana
P13-3 0.3 Blanco Circular Convexa
P9-4 0.3 Amarillo Puntiforme Plana
P9-5 0.2 Blanco Puntiforme Convexa
P13-1 2 Crema Irregular Plana
P14-3 0.3 Crema Puntiforme Convexa
PB14-2 1 Blanco Circular Plana
P9-7 0.3 Blanco Puntiforme Plana
P6-4 0.3 Blanco Irregular Convexa
P9-6 0.2 Blanco Puntiforme Plana
P8-1 0.2 Amarillo Puntiforme Convexa
P8-2 0.3 Blanco Puntiforme Convexa
P8-3 0.2 Crema Puntiforme Convexa
P8-4 0.3 Amarillo Puntiforme Convexa
P9-9 0.3 Amarillo Puntiforme Convexa
P9-3 0.4 Blanco Circular Convexa

Tabla 2. Descripcion macroscopica de colonias fungicas endofitas y rizosféricas

Codificacion | Tamafio Color Color Tipo de | Forma de
anverso reverso micelio colonia

PH13-2 Crecimiento | Blanco Blanco Algodonoso Irregular
invasivo

PH14-1 Crecimiento | Negro Negro Velloso Circular
invasivo

PH14-3 Crecimiento | Blanco Naranja Algodonoso Circular
invasivo claro

PH14-2 Crecimiento | Blanco Naranja Algodonoso Circular
invasivo claro

PH14-6 Crecimiento | Blanco Crema Algodonoso Irregular
limitado

PH10-3 Crecimiento | Blanco Rosado claro | Algodonoso Circular
limitado

PH14-5 Crecimiento | Blanco Blanco Aterciopelada | Irregular
limitado

PH13-1 Crecimiento | Blanco Blanco Algodonosa Circular
limitado con

morado

PH6-2 Crecimiento | Crema Crema Aterciopelada | Irregular
limitado

PH9-1 Crecimiento | Crema Crema Aterciopelada | Irregular
limitado

PH6-3 Crecimiento | Naranja Naranja Aterciopelada | Irregular
limitado claro
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PH6-1 Crecimiento | Blanco Blanco Aterciopelada | Circular
limitado

PH10-2 Crecimiento | Crema Crema Aterciopelada | Irregular
limitado

PH9-3 Crecimiento | Crema Crema Aterciopelada | Irregular
limitado

PH13-3 Crecimiento | Morado Crema Algodonoso Circular
limitado

PH20-1 Crecimiento | Verde Verde Algodonoso Circular
invasivo oscuro

PH12-4 Crecimiento | Rosado Rosado Aterciopelada | Circular
invasivo

PH12-3 Crecimiento | Blanco Blanco Algodonoso Circular
invasivo

PH12-2 Crecimiento | Blanco Rosado claro | Algodonoso Irregular
limitado

PH12-1 Crecimiento | Blanco Blanco Algodonoso Irregular
invasivo

PH7-2 Crecimiento | Café Café Algodonoso Irregular
limitado

PH16-1 Crecimiento | Blanco Morado Aterciopelada | Circular
invasivo

PH11-2 Crecimiento | Blanco Blanco Algodonoso Irregular
limitado

PH7-1 Crecimiento | Rosado Rosado con | Algodonoso Irregular
invasivo blanco

PH11-1 Crecimiento | Crema Naranja Aterciopelada | Irregular
invasivo

PH15-1 Crecimiento | Crema Café Algodonoso Circular
limitado

PH20-4 Crecimiento | Blanco Crema Algodonoso Circular
invasivo

PH20-2 Crecimiento | Blanco Crema con | Algodonoso Circular
invasivo morado

PH16-3 Crecimiento | Crema Crema Aterciopelada | Circular
limitado

PH11-3 Crecimiento | Morado Blanco Algodonoso Irregular
limitado

PH16-2 Crecimiento | Crema Crema Aterciopelada | Irregular
limitado

PH17-1 Crecimiento | Blanco Blanco Aterciopelada | Circular
invasivo

PH12-5 Crecimiento | Blanco Morado Algodonoso Irregular

limitado

PH18-1 Crecimiento | Blanco Negro con | Aterciopelada | Irregular
limitado blanco

PH15-3 Crecimiento | Naranja Naranja Aterciopelada | Irregular

limitado
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PH7-3 Crecimiento | Crema Crema Aterciopelada | Circular
limitado

PH17-2 Crecimiento | Blanco Plomo Algodonoso Circular
limitado

PH15-2 Crecimiento | Blanco Blanco Algodonoso Circular
invasivo

PH16-4 Crecimiento | Blanco Crema Aterciopelada | Circular
invasivo

PH7-4 Crecimiento | Plomo Plomo con | Aterciopelada | Circular
limitado crema

PH16-5 Crecimiento | Plomo Negro con | Aterciopelada | Irregular
limitado blanco

PH20-5 Crecimiento | Crema Crema Aterciopelada | Circular
limitado

PH16-6 Crecimiento | Naranja Amarillo Aterciopelada | Circular
limitado

PH15-4 Crecimiento | Crema Blanco Aterciopelada | Irregular
limitado

PH9-2 Crecimiento | Crema Blanco Aterciopelada | Irregular
limitado

PH17-3 Crecimiento | Crema Crema Aterciopelada | Irregular
limitado

6.2. ANTAGONISMO DE BACTERIAS Y HONGOS AISLADOS

Con las bacterias y hongos aislados de la rizosfera de banano se procedio a realizar

un primer tamizaje al enfrentar a cada hongo (Figura 5) y a cada bacteria (Figura 6) frente

al hongo fitopatbgeno Foc R1. Diferentes porcentajes de inhibiciébn en cada

enfrentamiento dual se reportaron, en el tamizaje de bacterias se observaron siete aislados

con un porcentaje de inhibicién igual o mayor al 40% (Figura 7) y cuatro aislados

fangicos con un porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) igual o mayor al

40% (Figura 8). Con estas bacterias y hongos promisorios se realizé nuevamente pruebas

de enfrentamiento dual en las que se obtuvo porcentajes de inhibicion similares a los

obtenidos en los ensayos de tamizaje (Figuras 9 y 10).
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Figura 5. Fase de tamizaje para evaluar el antagonismo de aislamientos fangicos
frente a Fusarium oxysporum. Cajas Petri con agar PDA durante el enfrentamiento dual
de hongos enddfitos y de la rizosfera frente a F. oxysporum.




Figura 6. Fase de tamizaje para evaluar el antagonismo de aislamientos bacterianos
frente a Fusarium oxysporum. Cajas Petri con agar nutritivo durante el enfrentamiento
dual de bacterias enddfitas y de la rizosfera frente a F. oxysporum.

PICR de los enfrentamientos duales de bacterias enddfitas y de la rizosfera
frente a F. oxysporum
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Figura 7. Comparacion de PICR de los enfrentamientos duales de bacterias
enddfitas y rizosféricas. Los valores representados en el gréfico indican los porcentajes
de inhibicion de las bacterias endéfitas y rizosféricas frente a F. oxysporum. Los cddigos
alfanuméricos indican la codificacion interna que se le asigné a cada aislamiento. Los
cddigos enmarcados en rojo sefialan a las bacterias con mayor porcentaje de inhibicion.
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PICR de los enfrentamientos duales de hongos endofitos y de la rizosfera
frente a F. oxysporum
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Figura 8. Comparacion de PICR de los enfrentamientos duales de hongos endofitos
y rizosféricos. Los valores representados en el grafico indican los porcentajes de
inhibicion de los hongos enddfitos y rizosféricos frente a F. oxysporum. Los cddigos
alfanuméricos indican la codificacion interna que se le asignd a cada aislamiento. Los
cdédigos enmarcados en rojo sefialan a los hongos con mayor porcentaje de inhibicion.

Figura 9. Antagonismo de hongos promisorios. Enfrentamiento dual de los cuatro
hongos seleccionados en el screening frente a Fusarium oxysporum.



Figura 10. Antagonismo de bacterias promisorias. Enfrentamiento dual de las siete
bacterias seleccionadas en el screening frente a Fusarium oxysporum.

Como consecuencia se obtuvieron siete aislamientos bacterianos con
caracteristicas macroscopicas diferentes (Figurall) y cuatro hongos con diferentes
caracteristicas macroscépicas (Figura 12). Se diferenciaron tres bacterias Gram positivas
y cuatro bacterias Gram negativas, y en los hongos se observo principalmente la presencia

de hifas, clamidosporas y conidios (Tablas 3 y 4).

Figura 11. Bacterias con mayor porcentaje de inhibicion. Cajas Petri con agar
nutritivo y cultivos bacterianos puros de las bacterias con mayor porcentaje de inhibicion
frente a F. oxysporum. (A) Serratia marcescens. (B) Variovorax paradoxus. (C) Bacillus
cereus. (D) Cupriavidus necator. (E) Sin identificar. (F) Nocardioides nitrophenolicus.
(G) Serratia marcescens.



Figura 12. Hongos con mayor porcentaje de inhibicion. Cajas Petri con agar PDA y
cultivos fungicos puros de los hongos con mayor porcentaje de inhibicion frente a F.
oxysporum. (A) Trichoderma harzianum. (B) Trichoderma harzianum. (C) Trichoderma

lentiforme. (D) Thielaviopsis musarum.

Tabla 3. Descripcion microscopica de los aislados bacterianos promisorios

seleccionados.

No | Codificacion | Descripcién
microscopica

Fotografia

1 P14-4 Coco bacilos cortos no
esporulados Gram
positivos en racimo.




PH6-1

Bacilos cortos Gram
negativos no
esporulados en racimo
0 cadena.

P25

Bacilos cortos Gram
negativos no
esporulados en racimo
0 cadena.

P19-3

Coco bacilos pequefios
Gram negativos en
cadenas no
esporulados.

P13-4

Cocobacilos Gram
positivos no
esporulados en cadena.
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6 P10-2 Bacilos largos y finos
Gram negativos en
racimo, no
esporulados.

7 PB14-2 Bacilos grandes Gram

positivos con presencia
de endospora, en
cadena.

Tabla 4. Descripcion microscopica de los aislados fungicos promisorios

seleccionados.

No | Codificacion | Descripcion
microscopica
1 PH14-3 Presencia de una gran

cantidad de hifas y
conidios.

Fotografia




2 PH14-2

Presencia de conidios e
hifas

3 | PH14-1

Presencia de una gran
cantidad de hifas con
clamidosporas oscuras
conectadas entre ellas.

4 | PH15-2

Unicamente la
presencia de hifas
conectadas entre ellas.

6.3.ANALISIS ESTADISTICOS

Los valores de los hongos cumplieron con los supuestos del ANOVA con un nivel

de significancia del 95%. Las medias y los resultados del ANOVA indican que cualquiera

de los cuatro tratamientos puede utilizarse en igual medida como posibles controladores

bioldgicos.
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Los valores de las bacterias no cumplieron con los supuestos del ANOVA por lo
que se realizo la prueba no paramétrica Chi cuadrado, en la que se indica que existe una
diferencia significativa entre los tratamientos de las bacterias. La prueba Post hoc de
Tukey (0.05) indicé que hay una diferencia en el promedio de las medias entre las
bacterias Bacillus cereus (PB14-2) y Serratia marcescens (PH6-1), las bacterias Serratia
marcescens (P25), Nocardioides nitrophenolicus (P14-4) y Cupriavidus necator (P19-3),

y también la bacteria codificada como P13-4 y Variovorax paradoxus (P10-2).
6.4.IDENTIFICACION MOLECULAR

Las potenciales bacterias biocontroladoras se identificaron como: Bacillus cereus
(PB14-2) con un porcentaje de identidad de 100%, Serratia marcescens (P25) con un
porcentaje de identidad de 97%, Serratia marcescens (PH6-1) con un porcentaje de
identidad de 98%, Variovorax paradoxus (P10-2) con un porcentaje de identidad de
100%, Cupriavidus necator (P19-3) con un porcentaje de identidad de 100% vy
Nocardioides nitrophenolicus (P14-4) con un porcentaje de identidad de 99%, la séptima
bacteria codificada como P13-4 no fue secuenciada (Figura 13).
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Figura 13. Identificacion molecular de bacterias antagonistas. (A) Electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% a 95 voltios; M, marcador de peso molecular de 100pb; 1, cinco
bandas amplificadas de la region 16S, con un peso similar a 1500pb. (B) Porcentaje de
identidad del 100% para Bacillus cereus. (C) Porcentaje de identidad del 97% para
Serratia marcescens. (D) Porcentaje de identidad del 98% para Serratia marcescens. (E)
Porcentaje de identidad del 100% para Variovorax paradoxus. (F) Porcentaje de identidad
del 100% para Cupriavidus necator. (G) Porcentaje de identidad del 99% para
Nocardioides nitrophenolicus.

Los potenciales hongos biocontroladores se identificaron como: Thielaviopsis
musarum (PH14-1) con un porcentaje de identidad de 99%, Trichoderma harzianum
(PH14-2) con un porcentaje de identidad de 100%, Trichoderma lentiforme (PH14-3) con
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un porcentaje de identidad de 100% y finalmente Trichoderma harzianum (PH15-2) con

un porcentaje de identidad de 100% (Figura 14).
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Figura 14. Identificacion molecular de hongos antagonistas. (A) Electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% a 95 voltios; M, marcador de peso molecular de 100pb; 1, control
positivo, control negativo y cuatro bandas amplificadas de la regién ITS, con un peso
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similar a 500pb. (B) Porcentaje de identidad del 99% para Thielaviopsis musarum. (C)
Porcentaje de identidad del 100% para Trichoderma harzianum. (D) Porcentaje de
identidad del 100% para Trichoderma lentiforme. (E) Porcentaje de identidad del 100%
para Trichoderma harzianum.

7. DISCUSION

La marchitez de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en el banano produce una
enfermedad vascular que culmina con la necrosis de la planta, aunque ocurren diferentes
ciclos de infeccion la mayoria de las infecciones se originan a partir de raices secundarias
y terciarias. Las clamidosporas son estimuladas para germinar por los nutrientes presentes
en los exudados del suelo. Es por esto que, los microorganismos en el suelo juegan un
papel importante en la supresion de enfermedades transmitidas por este medio, debido a
gue muchos de ellos tienen propiedades antagonistas (Pegg, Coates, Neill y Turner,
2019).

Segun Bubici, Kausahl, Progigallo, Gomez y Blanco (2019), la introduccién de
microorganismos biocontroladores en la rizosfera se asocia con resultados prometedores
en estudios realizados en China. Los microorganismos endéfitos generan diferentes
soluciones al encontrarse dentro de la planta como, por ejemplo, mejorar la disponibilidad
de nutrientes y modular la respuesta del hospedero frente a patdgenos. En el mismo
estudio se indica que el uso estos microorganismos puede generar diferentes modos de
accion frente al hongo fitopatogeno, principalmente puede provocar varios tipos de
antagonismo directo al producir competencia de nutrientes y espacio, antibiosis,
parasitismo y de esta manera producir también un antagonismo indirecto al aumentar la
microbiota beneficiosa de la planta, promover su crecimiento e inducir la resistencia

frente al patogeno.

Aislados bacterianos endofiticos y rizosféricos controlan esta enfermedad, al
reducir el crecimiento micelial y la germinacién de conidios de Fusarium. Esto se
consegue al aislar bacterias y otros microorganismos de la rizosfera, un microhéabitat
formado por raices y suelo. También se evalu6 los efectos combinados de consorcios
microbianos, pues se reporta que en conjunto estos microorganismos pueden ser
inhibidores efectivos contra Fusarium en estudios in vitro (Sekar, Raj y Prabavathy, 2016;
Thangavelu y Muthukathan, 2015).

El antagonismo que generan bacterias y hongos enddéfitos de banano contra
Fusarium se ha estudiado mediante la técnica de cultivo dual, para luego calcular el
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Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Radial (PICR). En estos estudios se concluye
que, tanto in vitro como in vivo, los endofitos pueden utilizarse como medida de control
bioldgico contra Fusarium (Araya, Varela y Torres, 2019; Kumar, Bhattacharyya,
Chandra, Dinesh y Swamy, 2021)

El aislamiento de hongos se realiz6 con el uso de agar PDA y agar MEA y esto
permitié observar hongos con diferentes caracteristicas macroscopicas. Segun Pingolia,
Maheshwari, Vaishnav, Sharma y Mehta (2013), el uso de estos dos agares permite
identificar diferencias en el crecimiento del micelio de hongos y asi aislar una mayor
cantidad de hongos esto debido a los nutrientes que posee cada medio de cultivo. El uso
de PDA es bastante comun en el aislamiento de hongos debido a que su formulacion
simple facilita el crecimiento de una gran variedad de hongos (Zhigiang, 2005). Por otro
lado, en MEA segun McClenny (2005), el uso del extracto de malta puede aumentar la

tasa de crecimiento y la produccion de conidios en ciertos hongos.

Para el aislamiento de bacterias se utilizo el agar nutritivo, el agar 523 y agar 523
diluido para proporcionar diferentes nutrientes y aislar varios tipos de bacterias. La
dilucion del medio 523 permitio aislar colonias con caracteristicas macroscépicas de
actinobacterias conocidos por ser controladores bioldgicos. Segin Wang, Xue, Ma, Wei
y Chen (2014), al diluir el medio de cultivo una décima parte de su concentracion inicial

se puede aislar mas facilmente actinomicetos de muestras de suelo.

Se seleccion6 a las potenciales bacterias y hongos biocontroladores segun el
estudio realizado por Comby, Gacoin, Robineau, Rabenoelina, Ptas, Dupont, Profizi y
Baillieul (2017), en el que obtuvieron el PICR con un intervalo de 51-30% en estudios in
vitro y observaron que estos porcentajes presentan resultados eficaces de inhibicion frente

a Fusarium spp.

La amplificacion de la region ITS del ADN ribosomal en los hongos se realizd
debido a que esta regiébn de ADN se encuentra en una de las regiones altamente
conservadas de los genes (Bellemain, Carlsen, Brochmann, Coissac, Taberlet y Kauserud,
2010). Los resultados obtenidos en el NCBI mostraron 100% de identidad en todos los
aislados del hongo Trichoderma, en el hongo identificado como Thielaviopsis musarum

se obtuvo un porcentaje de identidad de 99%.
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En las bacterias se realiz6 la amplificacion de la regiéon 16S del ADN ribosomal
debido a que es una region altamente conservada de los genes (Shen y Fulthorpe, 2015).
Los resultados obtenidos en el NCBI mostraron diferentes porcentajes de identidad en las
siete bacterias, desde 97% hasta 100%. De acuerdo con Edgar (2018), se considera que
el umbral de 97% de identidad es un parametro convencional que corresponde a la

identificacion de especies en secuencias genéticas.

En el tamizaje de hongos se obtuvieron tres aislados del género Trichoderma con
PICR entre 40% y 50%. En el estudio realizado por Taribuka, Wibowo, Widyastuti y
Sumardiyono (2017) generaron porcentajes de inhibicion entre 49.67 y 60.61% con
diferentes cepas endodfitas de Trichoderma spp. frente a Fusarium oxysporum,
concluyendo que no todas las cepas de Trichoderma son capaces de inhibir de la misma
manera a F. oxysporum y por eso se obtienen diferentes porcentajes de inhibicion segin
la cepa de Trichoderma que se esté utilizando. En el estudio publicado por Bubici,
Kausahl, Progigallo, Gomez y Blanco (2019) se menciona que el género Trichoderma
puede generar una gran cantidad de proteinas extracelulares, enzimas como celulasa y
quitinasa y metabolitos con propiedades antibioticas. También generan micoparasitismo

frente a diferentes hongos fitopatdgenos e inducen la resistencia de la planta.

Otro hongo obtenido en el tamizaje fue Thielaviopsis musarum con 40% de
inhibicion frente a F. oxysporum. Este hongo es conocido por producir la pudricién de la
corona, una enfermedad postcosecha en el banano (Pereira, Da Silva, Aguiar, Intra,
Franca, Alcantara, Alves y Liparini, 2016), por lo que no seria recomendable utilizar este
hongo vivo como biocontrolador. En vista de que este hongo proviene de la rizosfera
como Trichoderma, un hongo del cual se han caracterizado sus metabolitos con actividad
antimicrobiana, lo recomendable seria identificar y caracterizar los metabolitos
secundarios de Thielaviopsis musarum encargados de inhibir a F. oxysporum para asi

poder utilizarlo como biocontrolador en estudios in vivo (Vanegas, Marin y Calle, 2019).

Las dos cepas de Serratia marcescens, presentaron 50% y 43% de inhibicion
frente a F. oxysporum. De acuerdo con Jimtha, Jishma, Sreelekha, Chithra y
Radhakrishnan (2017) el género Serratia se reporta por sus propiedades biocontroladoras
frente a diferentes fitopatdgenos, entre esos Fusarium oxysporum, debido a que esta
bacteria se encuentra en la rizosfera, y, por lo tanto, se considera que es capaz de colonizar

las raices de la planta y de esta manera su supervivencia en el suelo como agente
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biocontrolador es mayor. Dhar, Mangar, Saha y Saha (2018) indican que este género
bacteriano puede producir varias enzimas hidroliticas como quitinasa, proteasa, lipasa y

celulasa contra diferentes hongos fitopatgenos.

La bacteria Bacillus cereus generd 44% de inhibicion frente a F. oxysporum.
Varias especies de Bacillus han demostrado ser agentes biocontroladores contra
fitopatdgenos y a su vez se los ha identificado como bacterias promotoras del crecimiento
en las plantas (PGPR por sus siglas en inglés). De igual manera se analiza consorcios
entre Bacillus cereus con otras bacterias antagonistas y se reporta que disminuyen el
porcentaje de plantas infectadas de banano por Fusarium y a su vez aumentan la cantidad
de produccion (Ramirez, Martinez, Bustillos, Catafieda, Munive y Baez, 2021,
Thangavelu y Muthukathan, 2015). EI género bacteriano Bacillus presenta una ventaja
frente a otros microorganismos biocontroladores y es la produccién de esporas, esto le
confiere la capacidad de tolerar las diversas condiciones medioambientales y en el
momento de producir un biocontrolador comercial es mas estable durante méas tiempo,
también presenta la habilidad de sintetizar una gran variedad de metabolitos secundarios
que influyen en la antibiosis contra fitopatdgenos (Bubici, Kausahl, Progigallo, Gémez y
Blanco, 2019)

La bacteria Variovorax paradoxus provoco 40% de inhibicion frente al hongo
fitopatdgeno F. oxysporum. Segun Hong, Hee, Hyun, Jeong y Mee (2017) esta es una
bacteria enddfita promotora del crecimiento que tiene la capacidad de degradar diferentes
contaminantes medioambientales, también se observa que posee mecanismos
antimicrobianos frente a fitopatdgenos bacterianos. Sin embargo, un estudio realizado por
Besset, Joly, Brutel, Gerin, Soudierey y Langing (2019) indica, que, aunque en la
literatura actual no se conoce la capacidad antagonista del género bacteriano Variovorax
frente a hongos fitopatdgenos de igual manera se podria utilizar esta bacteria en biocontrol

por su capacidad protectora hacia la planta.

La bacteria Cupriavidus necator produjo 43% de inhibicion frente a F.
oxysporum. Es un bacilo corto Gram negativo que se lo puede encontrar en suelos y aguas,
posee metabolitos heterotrofos y litoautotréficos dependiendo de las condiciones
medioambientales en las que se encuentre. Ademas, se reporta su capacidad de
transformar bioldgicamente sustancias quimicas como el etanol (Jung, Son, Young, In,

Baritugo, Geol, Choi, Taek, Chan y Jae, 2017). Aungue no existe mucha informacion en
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cuanto a la capacidad antagonista de la bacteria Cupriavidus necator, un estudio realizado
por Khaskheli, Wu, Chen, Chen, Hussain, Song, Liu y Feg (2020), indica que especies
del género Cupriavidus han presentado potencial antagonista frente a fitopatdgenos

fangicos que atacan al arroz al inhibir el crecimiento del micelio.

La ultima bacteria identificada molecularmente fue Nocardioides nitrophenolicus
que presentd 42% de inhibicion frente a F. oxysporum. Es una actinobacteria Gram
positiva conocida en la biotecnologia por su capacidad de degradar fenoles,
principalmente se la aisla de aguas residuales, pero también de suelos y sedimentos
marinos (Singh, Du, Trinh, Won, Yang, Ying, Kook y Yi, 2016; Yoon, Cho, Lee, Suzuki,
Nakase y Park, 1999). Segun Wassermann, Korsten y Berg (2021) el género Nocardioides
puede tener actividad antagonista frente a hongos fitopatdgenos como Botrytis cinerea.
En el estudio publicado por Lazcano, Boyd, Holmes, Hewavitharana, Pasulka e lvors
(2021) se identifica que existe una mayor abundancia del género Nocardioides en
cultivares de fresa resistentes a Fusarium oxysporum, también indican que la presencia
de esta actinobacteria en cultivos de banano esta relacionada con la disminucion del

hongo fitopatdgeno y el aumento del crecimiento de la planta.

Los analisis estadisticos realizados indicaron que cualquiera de los tratamientos
de los hongos puede utilizarse en igual medida como posibles controladores bioldgicos.
En las bacterias se evidencid que los tratamientos con mejores medias son los de las

bacterias Bacillus cereus (PB14-2) y Serratia marcescens (PH6-1)

La ultima bacteria con caracteristicas morfolégicas de actinobacteria presentd
40% de inhibicidn frente a Fusarium oxysporum, lamentablemente no fue posible obtener

su identificacién molecular.

8. CONCLUSIONES

Los hongos Trichoderma lentiforme, Trichoderma harzianum y Thielaviopsis
musarum presentaron porcentajes de inhibicion similar, igual o superior a 40% lo que
indica que pueden utilizarse en futuros estudios in vivo tanto en forma individual como
en consorcio como posibles controladores bioldgicos frente al hongo fitopatogeno F.

oxysporum.
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Las cepas de Serratia marcescens, y Bacillus cereus presentaron mayor porcentaje
de inhibicion. Se recomienda identificar molecularmente a la séptima bacteria

(actinobacteria) debido a su potencial inhibicion frente a Fusarium oxysporum.

El presente estudio evidencié la capacidad biocontroladora de cuatro hongos y
siete bacterias aislados de la rizosfera de cultivos de banano, los resultados obtenidos al
enfrentar estos microorganismos in vitro frente al hongo fitopatdgeno Fusarium
oxysporum f. sp. cubense. raza 1 fueron favorables por lo que podrian ser utilizados en

futuros estudios frente a otras razas de Fusarium oxysporum.
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