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Resumen. El objetivo del estudio fue aislar y ca-
racterizar hongos y bacterias antagonistas de la ri-
zosfera de huertos de aguacate de Xalisco, Nayarit,
Meéxico, capaces de inhibir el crecimiento in vitro
de aislados de Fusarium oxysporum. En 2018, se
recolectaron muestras de suelo asociado a la
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rizosfera de arboles sanos de 10 huertos de agua-
cate cv. Hass en el municipio de Xalisco, Nayarit,
Meéxico para el aislamiento de posibles antagonis-
tas de F. oxysporum. Se aislaron e identificaron
morfologicamente 117 actinomicetos (Streptomy-
ces spp.), 83 bacterias (Bacillus spp.) y 43 hongos
(Trichoderma spp.). De cada grupo de microorga-
nismos se evaluaron 10 aislados (al azar) contra
tres aislados de F. oxysporum, y se caracterizaron
molecularmente 10 de estos aislados que mostraron
la mayor inhibicion. De los antagonistas evaluados
in vitro, destacé el aislado A75 (Streptomyces sp.),
con PICR que fluctuaron de 26.82 a 67.52%; los
aislados B65 y B78 (Bacillus amyloliquefaciens y
B. velezensis, respectivamente) con inhibiciones
>50% y los 10 aislados de Trichoderma, que in-
hibieron el crecimiento radial (PICR) de F oxys-
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porum entre 35 a 75%. En huertos de aguacate de
Xalisco, Nayarit, existen microorganismos antago-
nistas, especialmente cepas de los géneros Strep-
tomyces spp., Bacillus spp. y Trichoderma spp.,
con posible potencial para ser usados en el manejo
de Fusarium spp.

Palabras clave: Biocontrol, antagonista, hongo,
actinomicetos, bacterias, enfermedades.

Abstract. The aim of the study was to isolate and
characterize antagonistic fungi and bacteria from
the rhizosphere of avocado orchards of Xalisco,
Nayarit, Mexico, capable of inhibiting the in vitro
growth of Fusarium oxysporum isolates. In 2018,
soil samples associated with the rhizosphere of
healthy trees from 10 cv. Hass avocado orchards
were collected in the municipality of Xalisco, Na-
yarit, Mexico for the isolation of possible antago-
nists of F. oxysporum. One hundred and seventeen
isolates of actinomycetes (Streptomyces spp.), 83
bacteria (Bacillus spp.), 43 fungi (Trichoderma
spp.), were isolated and identified morphologically.
Ten isolates (randomly) from each group of antago-
nistic microorganisms were evaluated against three
isolates of F. oxysporum and 10 of these isolates
that showed the greatest inhibition were molecu-
larly characterized. Of the antagonists evaluated in
vitro, the isolate A75 (Streptomyces sp.) highlighted
with PIRG that ranged from 26.82 to 67.52%; the
isolates B65 and B78 (B. amyloliquefaciens and B.
velezensis, respectively), showed inhibitions >50%
and the 10 Trichoderma isolates that inhibited the
radial growth (PIRG) of F. oxysporum between 35
to 75%. In avocado orchards in Xalisco, Nayarit,
there are antagonistic microorganisms, especially
strains of the Trichoderma spp., Bacillus spp. and
Streptomyces spp. genera with putative potential to
be used in the management of Fusarium spp.
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El aguacate (Persea americana Mill; Laurales:
Lauraceae), es la cuarta fruta mas importante en el
mundo con una produccion global anual de 4.7 mi-
llones de toneladas. Este frutal se considera uno de
los cultivos con mayor impacto comercial en Méxi-
co, ya que se cultiva en 26 de sus 32 estados, en-
tre los que destacan Michoacan, Jalisco, Estado de
Meéxico, Nayarit, Guerrero, Morelos, Chiapas, Pue-
bla, Oaxaca y Durango, estados que aportan mas
del 97% de la produccion (Macias-Macias, 2011).
En México, la produccion de este frutal se ve limi-
tada y amenazada por el riesgo inminente de in-
greso y permanencia de los complejos ambrosiales,
los cuales estan integrados por un insecto vector
(escarabajo) y un hongo fitopatégeno (Xyleborus
glabratus-Raffaelea lauricola y Euwallacea kuros-
hio-Fusarium euwallaceae) (Eskalen et al., 2013).
Estas asociaciones simbidticas fueron reportadas
por Fraedrich et al. (2008) para R. lauricola y X.
glabratus donde las hembras del escarabajo son las
responsables del transporte de las esporas del hon-
go, por su parte Freeman et al. (2016) reportaron la
asociacion de F. euwallaceae y Euwallacea nr. for-
nicatus; en ambos casos el hongo se encuentra den-
tro de los micangios del insecto. Los ambrosiales
dependen completamente de sus hongos simbidti-
cos para su nutricion, a diferencia de otros escara-
bajos que se alimentan de la corteza de los arboles
(Hughes et al., 2017). En Tijuana, Baja California,
México, Garcia-Avila et al. (2016) reportaron la
presencia de E. nr. fornicatus, sin registro de dafios
o infestacion, sin embargo, existe la preocupacion de
su diseminacion por el territorio nacional, ya que se
ha reportado que en regiones donde se han detectado
estos complejos, han ocasionado dafios e incluso la
muerte de plantas hospederas (susceptibles), prin-
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cipalmente cultivos como citricos (Citrus spp.),
aguacate (P. americana)y cacao (Theobroma cacao
L.) (Harrington et al., 2008; Eskalen et al., 2013;
Freeman et al., 2016; Hughes et al., 2017). Por es-
tas razones es necesario ¢ imprescindible buscar al-
ternativas para afrontar esta problematica, aunado
al principio basico de prevencion del control biolo-
gico. Una alternativa promisoria para el manejo de
fitopatdgenos en el cultivo de aguacate en México,
es el uso de microorganismos antagonistas, entre
los cuales destacan los hongos del género Tricho-
derma (Rios-Velasco et al., 2016; Ruiz-Cisneros et
al., 2017), y las bacterias de los géneros Bacillus y
Streptomyces (Pérez-Corral et al., 2015). Estos mi-
croorganismos han mostrado capacidad antifungica
in vitro al ser evaluados contra hongos fitopatoge-
nos (Davila-Medina et al., 2013; Ruiz-Cisneros et
al., 2017), mediante diversos mecanismos como
parasitismo, competencia por nutrientes y espa-
cio, produccion de sustancias antimicrobianas y
resistencia inducida en la planta hospedera, que en
consecuencia, reducen tanto la incidencia como la
severidad de la enfermedad (Ruiz-Cisneros et al.,
2017). En la rizosfera de huertos de aguacate del
estado de Nayarit, México, podrian encontrarse
microorganismos antagonistas con potencial para

ser usados en el manejo de los hongos R. lauricola
y F. euwallaceae, asociados con los insectos am-
brosiales X. glabratus y E. kuroshio, respectiva-
mente. Por lo anterior, el objetivo del estudio fue,
aislar, caracterizar y seleccionar cepas antagonistas
de los géneros Streptomyces, Trichoderma 'y Baci-
llus, asociados a la rizosfera de arboles de aguacate
de Xalisco, Nayarit, México y evaluar su capacidad
antifingica in vitro contra Fusarium oxysporum,
con posible uso para el manejo de Fusarium spp.

En 2018, se eligieron 10 huertos de aguacate cv.
Hass en el municipio de Xalisco, Nayarit, México.
En cada huerto, se recolectaron muestras de suelo
(~1 kg) asociado a la rizosfera (10-15 cm de pro-
fundidad) de arboles sanos (Cuadro 1). Las mues-
tras, se procesaron en el Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD, Sede Chi-
huahua-Campus Cuauhtémoc). A partir de las cinco
muestras de suelo recolectadas en cada huerto, se
mezclaron, y se obtuvo una sub-muestra compuesta
de 250 g por cada huerto.

El aislamiento de hongos antagonistas se efec-
tud a partir de diluciones seriadas de suelo en
medios de cultivo generales Papa Dextrosa Agar
(PDA), V8-agar (V8) y agar de malta (AM), y el
aislamiento de bacterias y actinobacterias en Czapek

Cuadro 1. Localizaciéon geografica de huertos de aguacate cv. Hass muestrea-
dos en el municipio de Xalisco, Nayarit, México, 2018.

Sitios de muestreo Huerto Coordenadas Altitud (msnm)
La Curva 1* 21°22°12” N, 104° 53’ 38” O 1,030
Carrizal 1 1 21°23°01” N, 104° 05’ 01” O 1,201
Carrizal 2 1 21°22°50” N, 104° 56’ 01” O 1,194
Carrizal 3 1 21°22°09” N, 104° 5532”7 O 1,152
El Devisadero 1 1 21°26’30” N, 104° 54’ 34” O 1,058
El Devisadero 2 1 21°54°16” N, 104° 54’ 16” O 1,056
Xalisco 1 21°26’39” N, 104° 54’ 06” O 984
El Cedro 1 21°45’40” N, 104° 44’ 10” O 1,078
Camichin de Jauja 1 21°28°25” N, 104°47°45” O 1,008
Tintilagua de Arriba 1 21°29° 187 N, 104° 46’ 16” O 1,154

msnm: metros sobre el nivel del mar; * nimero asignado al huerto muestreado.
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Dox Agar (CDA) y Luria Bertani agar (LB), res-
pectivamente. Las colonias con morfologia tipica
de los microorganismos de interés, se aislaron y se
sembraron en los medios de cultivo arriba descritos
(Watanabe, 2010; Pridham et al., 1958; Shirling y
Gottlieb, 1966).

De cada grupo de posibles antagonistas (hon-
gos, bacterias y actinomicetos) se tomaron al azar,
10 aislados y se confrontaron contra tres aislados
de F oxysporum, [F1, F2 y F3 con claves de ac-
ceso (MK942348.1, MK942349.1 y MK942350.1,
respectivamente) del GenBank] obtenidos de la ri-
zosfera de arboles de aguacate cv. Hass en Xalisco,
Nayarit, México. La identificaciéon morfologica de
los hongos, bacterias y actinomicetos, se hizo de
acuerdo con sus caracteres morfoldgicos macros-
copicos tipicos, tales como produccion de pigmen-
tos y color del micelio aéreo y de sustrato, asi como
de sus caracteres microscopicos (forma, tamafo y
arreglo de conidios/bacilos) para lo cual realiza-
ron montajes en portaobjetos de los tres grupos de
microorganismos y se observaron en un micros-
copio optico (Carl Zeiss, Jena, Alemania) a 1000x
magnificaciones y la ayuda de claves taxonomicas
(Watanabe, 2010; Pridham et al., 1958; Shirling y
Gottlieb, 1966).

Las confrontaciones con Streptomyces spp.,
se realizaron de acuerdo con Pérez-Corral et al.
(2015). Las confrontaciones de Bacillus spp., con-
tra Fusarium fueron similares a las de Streptomy-
ces, solo que los explantes de Bacillus (6 mm de
diametro) se colocaron en los puntos cardinales
al mismo tiempo que el Fusarium (6 mm) (Rios-
Velasco et al., 2016). Las confrontaciones duales
de Trichoderma contra los aislados de Fusarium,
se realizaron de acuerdo con Rios-Velasco et al.
(2016) y Ruiz-Cisneros et al. (2017). El crecimien-
to micelial de F oxysporum se midio sistematica-
mente cada 24 h para estimar el porcentaje de in-
hibicion del crecimiento radial (PICR) en los tres
experimentos.
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Los aislados que mostraron capacidad antifun-
gica in vitro a F. oxysporum se identificaron mo-
lecularmente. A los hongos, se les extrajo el ADN
genomico (ADNg) de acuerdo con Ruiz-Cisneros
et al. (2017). Subsecuentemente se amplifico el
espaciador transcrito interno (ITS, por sus siglas
en inglés) del ARN ribosomal (ARNr), usando
los iniciadores universales 1TSS (5’-GGAAGTA-
AAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4 (5°-TCCTC-
CGCTTATTGATATGC-3’). La
molecular de bacterias y actinomicetos se hizo
mediante la extraccion del ADNg de acuerdo con
Pérez-Corral et al. (2015). Posteriormente, se uti-
liz6 para amplificar el gen del 16S del ARNr por
PCR, usando los iniciadores universales EU(F)
(5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’) y EU(R)
(5’-TACCTTGTTACGACTTCACC-3’). Tanto el
ADNg como los productos de PCR de los tres gru-
pos de antagonistas, se examinaron por electrofore-
sis en geles de agarosa a 1%, en un ChemiDocTM
XRS+ imaging system (Bio-Rad; CA, EUA). Estos
productos fueron secuenciados en Macrogen EUA
(Rockville, MD, EUA). Las secuencias obtenidas
fueron comparadas contra las bases de datos del
NCBI usando el algoritmo de BLAST para veri-
ficar el porcentaje de identidad correspondiente a
cada especie y fueron depositadas en el GenBank
del NCBI. Todas las pruebas se realizaron por
triplicado. Como disefio experimental se usdé un
completamente al azar con tres repeticiones, cada
antagonista fue un tratamiento, la unidad experi-
mental fue una caja Petri y cada repeticion consto
de tres unidades experimentales (en total 9 cajas
Petri por confrontacion) y como testigo se conside-
raron 10 cajas de cada aislado de F. oxysporum (sin
la presencia del antagonista). Los datos obtenidos

identificacion

del PICR se sometieron a un analisis de varianza
(ANDEVA) y se us6 la prueba Tukey (p=0.05) para
separar las medias. Los andlisis se realizaron con
el programa estadistico Statistical Analysis System
version 9.0.
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De las muestras de suelo asociado a la rizos-
fera de arboles de aguacate en Xalisco, Nayarit,
México, se obtuvieron 247 microorganismos de
los géneros Streptomyces spp. (117 aislados), Ba-
cillus spp. (83 aislados), y Trichoderma spp. (47
aislados), algunos de estos al ser evaluados in vitro
contra los aislados de F. oxysporum, mostraron ac-
cion antifingica. De acuerdo con Buyer (1995) la
eficiencia de los medios semi-selectivos, es debida
a las diferencias en requerimientos nutricionales
para el crecimiento de microorganismos y a la dis-
ponibilidad de nutrientes en el medio, lo cual tiene
un efecto positivo en el aislamiento de microorga-
nismos especificos.

De las pruebas de antagonismo, se obtuvieron
algunos aislados de los géneros Streptomyces (2),
Bacillus (4) y Trichoderma (4), con actividad an-
tifingica in vitro contra F. oxysporum (Figura 1).
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Porcentaje de inhibicién del

La inhibicidn in vitro de Streptomyces spp. sobre
los tres aislados de F. oxysporum fluctud de 14.45
a 67.5%, siendo el aislado A75 (Streptomyces sp.)
el que presentd la mayor actividad antifungica al
confrontarse contra F. oxysporum (aislado F1; Fi-
gura 1). El resto de los aislados de Streptomyces
mostraron PICR <40%. La inhibicion de los ais-
lados de Streptomyces sobre F. oxysporum (aisla-
do F3) no supero el 28%. Nuestros resultados son
similares a los reportados por Davila-Medina et
al. (2013) que al evaluar la actividad in vitro de
actinomicetos contra Fusarium sp., encontraron
inhibiciones <49.36%. Pérez-Corral et al. (2015)
reportaron diferencias en la capacidad antifingica
de sus cepas de Streptomyces al evaluarlos contra
F. equiseti. De acuerdo con Koontz y Marcy (2003)
la accién antifingica de Streptomyces depende del
tipo de enzimas producidas (amilasa, asparaginasa,
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Figura 1. Capacidad antifingica in vitro de aislados de: A)
Streptomyces spp. (A8 a A82), B) Bacillus spp.
(B10 a B78), y C) Trichoderma spp. (T1 a T10)
contra aislados (F1, F2 y F3) de Fusarium oxys-
porum, en confrontacion directa. Los datos son
presentados como medias * error estandar. Los
valores sobre las barras con las mismas literales
y color indican igualdad estadistica, con un 95%
de confianza (a = 0.05) de acuerdo con la prueba
de Tukey.
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catalasa) y compuestos antifingicos que contami-
nan el medio y al mismo tiempo inhiben el creci-
miento del hongo. Los aislados de Bacillus spp.,
mostraron inhibiciones in vitro >26%, pero <56%
contra los tres aislados de F. oxysporum. Del gé-
nero Bacillus destacaron los aislados B65 y B78
correspondientes a B. amyloliquefaciens y B. vele-
zensis que mostraron PICR >50% contra los tres
aislados de F. oxysporum (Figura 1b). Estos por-
centajes se encuentran dentro de lo reportado por
Ruiz-Cisneros et al. (2017), al evaluar las cepas
B. methylotrophicus y B. amyloliquefaciens contra
Phytophthora cactorum y Pythium sp., con 92.3
y 18.8 %, respectivamente. Korsten et al. (1997)
demostraron el potencial de Bacillus spp., para el
control de enfermedades fungosas en aguacate, en
pre y poscosecha hasta en un 72%. La inhibicion
in vitro mostrada por Bacillus spp., depende de su
capacidad para producir metabolitos antifungicos
como iturina A, surfactina, lipopéptidos ciclicos,
y/o fengicina (Arguelles-Arias ef al., 2009).

De los tres grupos de antagonistas evaluados in
vitro, destacaron los hongos del género Trichoder-
ma spp., al inhibir el crecimiento de los tres aisla-
dos de F. oxysporum con los mayores porcentajes
en comparacion con los otros antagonistas evalua-
dos. Esta habilidad se atribuye a la sintesis de sus-
tancias antibidticas en algunas especies de este gé-
nero (Ruiz-Cisneros et al., 2017). EI PICR ejercido
por estos aislados sobre Fusarium spp., fluctu6 de
35 a 75% (Figura 1c). El aislado F1 de F oxyspo-
rum fue el mas susceptible a los 10 aislados de 7ri-
choderma spp., donde el PICR fue >47%. Mientras
que el menos susceptible fue F. oxysporum (aisla-
do F2). Ruiz-Cisneros et al. (2017) reportaron un
comportamiento similar, al evaluar cuatro cepas de
Trichoderma contra P. cactorum con inhibiciones
>80%. Almaraz et al. (2012) demostraron que la
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capacidad de cepas de Trichoderma para inhibir el
crecimiento micelial de P. cinnamomi, se debe a la
produccion de compuestos volatiles y antibioticos.
Algunas cepas de Trichoderma, en especial las de
T. harzianum producen el antibiotico 6-pentil-a-
pirona, el cual tiene un efecto en la inhibicion del
crecimiento del hongo, ademas de regular los ge-
nes responsables de la biosintesis de trichotecenos,
micotoxinas con actividad antimicrobial de amplio
espectro (Almaraz et al., 2012). Gajera y Vakha-
ria (2010), mencionan que la accion antifungica de
algunas especies de Trichoderma se debe a la pro-
duccioén de enzimas extracelulares y compuestos
antifungicos.

Los aislados de Streptomyces (2), Bacillus (4) y
Trichoderma (4) que mostraron capacidad antago-
nica in vitro contra F. oxysporum se identificaron
molecularmente mediante la comparacion de sus
secuencias con las registradas en el NCBI, confir-
mando su identificaciéon morfologica (Cuadro 2),
donde destacaron, S. olivicoloratus (aislado A31) y
Streptomyces sp. (aislado A75). Los aislados B65 y
B72 del género Bacillus correspondieron a la espe-
cie B. amyloliquefaciens, mientras que los aislados
B68 y B78 correspondieron a B. subtilis y B. vele-
zensis, respectivamente. Del género Trichoderma
se identificaron las especies 7. koningiopsis (aisla-
do T1), T parareesei (aislado T8), T. lixii (aislado
T10) y T harzianum (aislado T2), destacando éste
ultimo por su gran potencial en el control bioldgico
contra hongos fitopatdgenos, que junto con 7. aspe-
rellum son las especies con mayor distribucion en
México (Hernandez-Castillo et al., 2011).

En la rizosfera de huertos de aguacate cv. Hass
de Xalisco, Nayarit, México, existe una gran di-
versidad de microorganismos de los géneros Strep-
tomyces, Bacillus y Trichoderma antagonicos a F.
oxysporum y que podrian ser antagdnicos a otras
especies de este hongo.
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Cuadro 2. Identificacion morfologica y molecular de aislados de Streptomyces spp., Bacillus spp. y Trichoderma con potencial
antifiingico contra Fusarium oxysporum aislados de rizosfera de aguacate cv. Hass en Xalisco, Nayarit, México.

Clgve del Procedencia . Identificacion Identidad Clave de acceso

aislado Morfolégica Molecular (%) del GenBank
Actinomicetos
A3l El Devisadero 1 Streptomyces sp.  Streptomyces olivicoloratus 99 MK941877.1
A75 Tintilagua de Arriba Streptomyces sp.  Streptomyces sp. 98.8 MK941878.1
Bacterias
B65 Xalisco 1 Bacillus sp. Bacillus amyloliquefaciens 100 MK941879.1
B68 Carrizal 1 Bacillus sp. Bacillus subtilis 100 MK941880.1
B72 El Devisadero 2 Bacillus sp. Bacillus amyloliquefaciens 100 MK941881.1
B78 Tintilagua de Arriba Bacillus sp. Bacillus velezensis 99.02 MK941882.1
Hongos
Tl Carrizal 2 Trichoderma sp. Trichoderma koningiopsis 99 MK942345.1
T2 El Devisadero 2 Trichoderma sp. Trichoderma ct. harzianum 98.7 MK942346.1
T8 Xalisco 1 Trichoderma sp. Trichoderma parareesei 98 Sin clave
T10 Tintilagua de Arriba Trichoderma sp. Trichoderma lixii 99 MK942347.1
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