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Resumen. La cebolla es la segunda hortaliza de
mayor produccion en el mundo. En México consti-
tuye un cultivo de gran importancia econémica en
diversos estados. El objetivo de la presente inves-
tigacion fue identificar y caracterizar morfoldgi-
camente la cepa CFbC asociada a la podredumbre
basal del cultivo de cebolla, asi como determinar
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Abstract. Onion is the second largest production
vegetable in the world. In Mexico it is a crop of
great economic importance in various states. The
objective of this research was to identify and
morphologically characterize the CFbC strain
associated with basal rot of onion crops, as well
as to determine the in vitro antagonistic capacity
of Trichoderma harzianum T-H4 on the isolate.
Vegetable tissue samples showing rot at the stem
and bulb level of the onion crop were collected
and monosporic cultures were generated for their
characterization and identification by the ITS1 and
ITS4 regions. A 533 bp sequence of CFbC strain
was obtained, which presented 100% identity with
Fusarium sp., Associated with basal rot. The T.
harzianum strain presented a percentage of radial
growth inhibition (PICR) of 76.24% antagonistic
level in vitro and a class II on the Bell scale.
It is suggested to carry out biological control
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la capacidad antagonica in vitro de Trichoderma
harzianum T-H4 sobre Fusarium sp. Se colectaron
muestras de tejido vegetal que presentaban pudri-
cion a nivel de tallo y bulbo del cultivo de cebo-
lla y se generaron cultivos monospoéricos para su
caracterizacion e identificacion por las regiones
ITS1 e ITS4. Se obtuvo una secuencia de 533 pb
de cepa CFbC, que presento 100% de identidad con
Fusarium sp., asociada a la podredumbre basal. La
cepa I, harzianum present6 un porcentaje de inhi-
bicion de crecimiento radial (PICR) de 76.24% de
nivel antagonico in vitro y una clase II en la escala
de Bell. Se sugiere realizar evaluaciones de con-
trol bioldgico con la cepa T-H4 en invernadero y a
campo abierto, asi como su identificacion a nivel
especie con técnicas moleculares complementarias.

Palabras clave: Antagonismo, identificacion mo-
lecular, crecimiento micelial, PICR.

La cebolla (A/lium cepa) es considerada uno de
los ingredientes indispensables en la dieta y culti-
vada alrededor del mundo (Joaheer et al.,2019). En
Meéxico es el tercer cultivo de mayor importancia
en las hortalizas, con una produccion de 85,104 t
para el afio 2018 en un area sembrada aproximada
de 7,329 ha, dejando una derrama economica de
26,029,376 millones de dolares (FAO, 2020). Baja
California es el principal estado productor de cebo-
lla con superficie sembrada de 3,443 ha, mientras
que Puebla ocupa el quinto lugar con 2,480 ha con
un rendimiento de 21,371 t ha! (SIAP, 2020).

Las enfermedades causadas por hongos que se
presentan con mayor frecuencia en esta hortaliza, y
pueden afectar follaje, raiz y fruto durante las eta-
pas de precosecha y postcosecha (Ji ef al., 2018).
Algunas de las enfermedades con mayor incidencia
en el género Allium son causadas por Rhizoctonia
solani, Brotrytis allii, Aspergillus niger, Colletotrichum
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evaluations with the T-H4 strain in the greenhouse
and in the open field, as well as its identification at
the species level.

Keywords: Antagonism, molecular identification,
mycelial growth, PICR.

Onion (Allium cepa) is considered one of the
basic ingredients in human diets and as a crop
around the world (Joaheer ef al., 2019). In Mexico,
it is the third most important vegetable, with a
production of 85,104 t for the year 2018, planted
in approximately 7,329 ha, leaving a revenue of de
26,029,376 dollars (FAO, 2020). Baja California
is the state that produces the most onion, with a
surface of 3,443 ha, and the state of Puebla is fifth,
with 2,480 ha and a yield of 21,371 t ha' (SIAP,
2020).

The most frequent diseases caused by fungi in
this vegetable can affect foliage, roots and fruits
during the stages of harvest and postharvest (Ji et
al., 2018). Some of the diseases with the highest
incidence on the Allium species are caused by
Rhizoctonia solani, Brotrytis allii, Aspergillus
niger, Colletotrichum circinans and Fusarium spp.
(Montes-Belmont ef al., 2003), the latter being
the main devastator of this crop in recent years
(Abdalla et al., 2019). Basal rot caused by the
genus Fusarium spp. is widely distributed around
the globe and has become a limitation in onion and
garlic producing areas (Kiehr y Delhey, 2015). The
main species within the genus Fusarium that harms
the onion crop around the world are F. proliferatum,
F. solani and F. oxysporum, reducing its yield by up
to 50% (Haapalainen et al., 2016), and it produces
symptoms in the onion plant that include wilting,
rotting of the roots and the basal lamina of the bulb
(Sanogo and Zhang, 2015). In Mexico, the genus
Fusarium is responsible for diverse diseases in
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circinans y Fusarium spp. (Montes-Belmont et al.,
2003), este ultimo es considerado como el princi-
pal devastador de este cultivo durante los ultimos
afos (Abdalla et al., 2019). La pudricién basal
ocasionada por el género Fusarium spp., se en-
cuentra ampliamente distribuida a nivel mundial,
convirtiéndose en una limitante en zonas produc-
toras de cebolla y ajo (Kiehr y Delhey, 2015). Las
principales especies del género Fusarium que dana
al cultivo de cebolla alrededor del mundo son
proliferatum, F. solani y F. oxysporum reducien-
do hasta un 50% su rendimiento (Haapalainen et
al., 2016), donde los principales sintomas de las
plantas de cebolla son: marchitamiento, pudricion
de raices y de la placa basal del bulbo (Sanogo y
Zhang, 2015). En México, el género Fusarium es
responsable de diversas enfermedades en cultivos
de cebolla (Montes-Belmont et al., 2003). Por eso
su importancia en la presente investigacion.

Los productos de sintesis quimica se han em-
pleado por décadas para el control de estas en-
fermedades (Gan y Wickings, 2017). Sin embargo,
el uso de éstos esta relacionado con la generacion
de resistencia, dafios al ambiente y la salud humana
(Andrade-Hoyos et al., 2019). Por lo tanto, el con-
trol bioldgico se considera una de las practicas efi-
cientes y ecologicamente viables para el desarrollo
de una agricultura sostenible (Pérez-Torres et al.,
2018).

El género Trichoderma contiene especies anta-
gonistas capaces de controlar un amplio nimero de
hongos que afectan a las plantas de interés agricola
(Romero-Arenas ef al., 2017). El éxito y su uso en
la agricultura se debe a sus mecanismos de accion
como la competencia por espacio, micoparasitis-
mo, antibiosis (Nawrocka et al., 2018), y la produc-
cion de compuestos volatiles (Hernandez-Melchor
etal.,2019). En consecuencia, los objetivos de este
trabajo fueron caracterizar morfolégicamente aisla-
dos fungicos del género Fusarium asociados a bul-
bos de cebolla en la comunidad rural La Soledad,
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onion plantations (Montes-Belmont et al., 2003).
Hence its importance in this investigation.

Chemically synthesized products have been used
for decades in the control of these diseases (Gan and
Wickings, 2017). However, their use is related to
the generation of resistance, environmental damage
and the deterioration of human health (Andrade-
Hoyos et al., 2019). Therefore, biological control
is considered an efficient and environmentally
feasible practice for the development of sustainable
agriculture (Pérez-Torres et al., 2018).

The genus Trichoderma contains antagonistic
species capable of controlling a wide number
of fungi that affect plants of agricultural interest
(Romero-Arenas et al., 2017). Its success and use
in agriculture are due to its action mechanisms
such as the competition for space, mycoparasitism,
antibiosis (Nawrocka et al.,, 2018), and the
production of volatile compounds (Hernandez-
Melchor et al.,2019). Consequently, the aims of this
investigation were to morphologically characterize
fungal isolations of the genus Fusarium relates
to onion bulbs in the rural town of La Soledad,
Chietla, Puebla-Mexico and to determine the in
vitro antagonistic ability of 7 harzianum T-H4 on
fungal isolations of the onion crop.

Isolation area. Plant tissues with rotting of the
stem (basal lamina) or bulb and scarce radicle
development were collected from a 3,144.3 m?
“Crystal white” onion field with a background of
high fungal incidence during the summer-autumn
2019 production season (18° 27’ 39.3258” N
and -98° 37’ 11.2614” W). The field belongs to
the town of La Soledad, in the municipal area of
Chietla in the state of Puebla, with a warm desert
weather (Bwh) and a mean rainfall of 700 mm
(Garcia, 2004). Sampling was aimed at individuals
with symptoms related to the genus Fusarium; all
samples were kept in an ice box until they were
transferred to the laboratory.
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Chietla, Puebla-México y determinar la capacidad
antagonica in vitro de T harzianum T-H4 sobre ais-
lados fungicos del cultivo de cebolla.

Zona del aislamiento. Se colectaron muestras de
tejido vegetal con pudricion a nivel de tallo (disco
basal) o bulbo, y poco desarrollo radicular en una
parcela de 3 144.3 m? de cultivo de cebolla variedad
“Crystal white” con antecedentes de alta incidencia
fungica durante la produccion verano-otofio 2019
(18°27°39.3258” y -98° 37 11.2614”). La parcela
agricola corresponde a la comunidad La Soledad,
perteneciente al municipio de Chietla del estado
de Puebla, con un clima desértico calido (Bwh) y
precipitacion media de 700 mm (Garcia, 2004). El
muestreo fue dirigido hacia individuos con sinto-
mas asociados al género Fusarium; todas las mues-
tras se mantuvieron en bolsas de plastico dentro de
una hielera hasta su traslado al laboratorio.

Aislamiento de Fusarium sp. de tejidos vegeta-
les. Se seleccionaron 30 bulbos para ser desinfes-
tados con agua corriente e hipoclorito de sodio al
10%. Se colocaron porciones de bulbos en camaras
htimedas; para esto se utilizaron cajas de polieti-
leno y papel filtro estéril himedo, finalmente las
cajas de polietileno se incubaron a 28 °C, por 10
dias. Una vez terminado el tiempo de incubacion,
el tejido muerto de los bulbos se cortd en seccio-
nes de 0.5 cm?, se desinfestaron con hipoclorito de
sodio al 1.5% y se lavaron tres veces con agua des-
tilada. Se secaron con papel estéril y finalmente se
sembraron en cajas Petri con medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA) a una temperatura de 28 °C
con luz ambiental, por tres dias. Las colonias de-
sarrolladas fueron aisladas y purificadas mediante
cultivos monosporicos, siguiendo las indicaciones
de Morales et al. (2020).
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Isolation of Fusarium sp. from plant tissues.
Thirty bulbs were selected to be disinfested with
tap water and sodium hypochlorite at 10%. Pieces
of bulb were placed in wet chambers, using
polyethylene boxes and moist filter paper; the
polyethylene boxes were incubated at 28 °C for
10 days. After the incubation time, the dead bulb
tissue was cut into 0.5 c¢cm? sections, disinfested
with sodium hypochlorite at 1.5% and washed three
times with distilled water. They were dried using
sterilized paper and finally planted in Petri dishes
with Potato Dextrose Agar (PDA) at a temperature
of 28 °C with ambient light for three days. The
cultures developed were isolated and purified using
monospore cultures, following indications by
Morales et al. (2020).

Morphological characterization. The fungal
cultures obtained were identified with an analysis
of morphological characteristics related to the
genus Fusarium with taxonomic identification keys
by Barnett and Hunter (2006), in a microcultivation
system under an optical microscope (Carl Zeiss,
Jena, Germany) atamagnification of 1000x (Samson
etal.,2014). To evaluate the mycelial development,
pieces of the promissory isolations were inoculated
in Petri dishes with PDA, incubated in the dark at
28 °C for 10 days and the mycelial diameter was
measured every 12 h to estimate the growth speed
(cm), which was measured with the linear growth
function y=mx + b (where ‘y’ is the distance, ‘x’ is
time and ‘b’ is the constant factor) and expressed
in centimeters per day (cm d') (Zeravakis et al.,
2001). The diameter was measured using a digital
caliper (CD-6 Mitutoyo), always in the same
direction —in triplicate—, which was established
at random for each repetition. Only the average was
used to calculate the speed of mycelial growth per
day.
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Caracterizacion morfolégica. La identificacion
de las colonias fungicas obtenidas se realizdo me-
diante el analisis de caracteristicas morfologicas
asociadas al género Fusarium con claves taxono-
micas de identificacion de Barnett y Hunter (2006),
en un sistema de micro cultivo en un microscopio
optico (Carl Zeiss, Jena, Alemania) a 1000x magni-
ficaciones (Samson ef al., 2014). Para la evaluacion
del desarrollo micelial, se inocularon fragmentos
de los aislados promisorios en cajas Petri con PDA,
se incubaron bajo oscuridad a 28 °C por 10 dias y
se midio6 el diametro micelial cada 12 h para esti-
mar la velocidad de crecimiento (cm), la cual se
calcul6 con la funcion de crecimiento lineal y=mx
+ b (donde ‘y’ es la distancia, ‘x’ es el tiempo y ‘b’
el factor constante) y se expreso en centimetros por
dia (cm d') (Zeravakis et al., 2001). El diametro
se midio con un vernier digital (CD-6 Mitutoyo),
siempre en la misma direccion -por triplicado-, la
cual fue establecida al azar para cada repeticion, se
uso solo el promedio para calcular la velocidad de
crecimiento micelial por dia.

Identificacion molecular. Se extrajo ADN de co-
nidios, conidioforos y micelio de los aislados ob-
tenidos con caracteristicas morfologicas asociadas
a Fusarium, mediante el método CTAB 2% (Rive-
ra-Jiménez et al., 2018). El ADN se re-suspendio
en 100 mL de agua HPLC estéril y se cuantifico
mediante espectrofotometria (Nanodrop 2 000 C,
Thermo Scientific). Posteriormente, se diluyo a 20 ng
mL'y se almaceno a -20 °C. Para la amplificacion
se utilizo los cebadores ITS1 e ITS4 (White et al.,
1990), y 15 uL. de mezcla de reaccidn que contenian
0.18 pL de cada cebador, 0.18 pL. de dNTP, 0.9 puL
de ADN polimerasa GoTaqVR (Promega), 3 puL de
suspension de ADN y 10.56 pL de agua destilada.
La amplificacion se realizé en un termociclador
de ADN Peltier (PTC-200, Bio-Rad), 95 °C por
1 min; 35 ciclos a 95 °C por 30 s; 55 °C por 1 min;
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Molecular identification. DNA was extracted
from conidia, conidiophores and mycelia from
the isolations obtained with morphological
characteristics related to Fusarium, using the CTAB
2% method (Rivera-Jiménez et al., 2018). The DNA
was resuspended in 100 mL of sterilized HPLC
water and quantified using spectrophotometry
(Nanodrop 2 000 C, Thermo Scientific). Next, it
was diluted to 20 ng mL! and stored at -20 °C. For
the amplification, primers ITS1 and ITS4 (White
et al., 1990) were used, along with 15 pL of the
reaction mixture containing 0.18 pL of each primer,
0.18 puL of ANTP, 0.9 pL of GoTaqVR (Promega)
polymerase DNA, 3 uL of DNA suspension and
10.56 pL of distilled water. Amplification was
carried out in a Peltier (PTC-200, Bio-Rad) DNA
thermocycler at 95 °C for 1 min; 35 cycles at 95 °C
for 30 s; 55 °C for 1 min; an extension of 72 °C for
45 s; and finally, 72 °C for 5 min (Salazar-Gonzalez
et al., 2016). The amplified PCR products were
verified by electrophoresis in agarose gel at 1.5%
(Seakem) and were purified with ExoSAP-IT
(Affymetrix). Both chains were sequenced in the
Colegio de Posgraduados with BigDye Terminator
v3.1 (Applied Biosystems) in a 3 130 XL genetic
analyzer sequencer (Applied Biosystems, Foster
City, CA) and the software Bioedit 7.0.4.1,
following instructions by the manufacturer. The
sequence obtained was deposited in the Gen Bank’s
National Center for Biological Information (NCBI)
database and compared with five accessions (Table
1) available in the NCBI database to confirm its
identity (Nei and Kumar, 2000).

In vitro pathogenicity tests. Koch’s postulates
were implemented to confirm the pathogenicity of
Fusarium sp. Certified onion seeds of the variety
Crystal white with a percentage of germination of
90% were used after disinfecting. Six seeds were
placed in each Petri dish and after germinating,
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extension de 72 °C por 45 s; finalmente 72 °C por
5 min (Salazar-Gonzalez et al., 2016). Los produc-
tos de PCR amplificados se verificaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Seakem)
y se purificaron con ExoSAP-IT (Affymetrix); am-
bas cadenas se secuenciaron en el Colegio de pos-
graduados con BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems) en un secuenciador analizador gené-
tico 3 130 XL (Applied Biosystems, Foster City,
CA) y el software Bioedit 7.0.4.1 de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. La secuencia obte-
nida fue depositada en la base de datos del National
Center for Biological Information (NCBI) del Gen
Bank, y se compard con cinco accesos (Cuadro 1)
disponibles en la base de datos del NCBI para co-
rroborar su identidad (Nei y Kumar, 2000).

Pruebas de patogenicidad in vitro. Se implemen-
taron los postulados de Koch para confirmar la pa-
togenicidad de Fusarium sp. Se utilizaron semillas
certificadas de cebolla variedad Crystal white con
un porcentaje de germinacion del 90%, las cuales
fueron desinfectadas previo a su uso. Se colocaron
seis semillas por caja Petri y una vez germinadas se
colocaron discos de 5 mm de didmetro con micelio
de Fusarium sp., en el centro de la caja Petri por tri-
plicado con dos repeticiones; como grupo control
se utilizo un disco de 5 mm de diametro de agar-
agua estéril. Las semillas se incubaron dentro de

discs, 5 mm in diameter with Fusarium sp.
mycelia were placed in the center of the Petri
dish, in triplicate with two repetitions; a disc, 5
mm in diameter with sterile agar-water was used
as a control. The seeds were incubated inside a
controlled-temperature (22 + 2 °C) environmental
chamber in complete darkness until 90% of the
control group germinated. After this moment,
a radicle length of over 5 mm was used as a
germination criterion; the growth or elongation of
the radicles were recorded in both groups (OECD,
1984; USEPA, 1996). The data recorded underwent
the Shapiro and Wilk test of normality (p<0.05)
and were compared based on Student’s ¢ test for
paired samples (p<0.05) (Iturbide-Zuiiga et al.,
2017). Finally, small sections (approx. 1 x 1 cm)
were taken from radicles with disease symptoms,
sterilized on the surface with sodium hypochlorite
at 1% for 10-30 s and rinsed three times with sterile
distilled water for reisolation; the segments were
then placed in a PDA medium and incubated in
the dark at 28 °C for 10 days. Next, the isolation
was observed under the optical microscope to
confirm that it was strain CFbC using taxonomic
identification keys (Barnett and Hunter, 2006).

Evaluation of the antagonism of 7. harzianum
with Fusarium sp. in dual culture. The evaluation
of the antagonism was carried out using strain

Cuadro 1. Especies del complejo de F. incarnatum-equiseti y secuencias del GenBank para corroborar

identidad de la cepa CFbC.

Table 1. Species of the F. incarnatum-equiseti complex and GenBank sequences to confirm the identity

of strain CFbC.

No. Accesion Complejo de especie Lugar Hospedante Pb Identidad
KP026922 F incarnatum-equiseti USA Citrullus lanatus 550 100%
HM999942 F incarnatum-equiseti Ecuador Piper reticulatum 519 100%
HQ625642 F incarnatum-equiseti Nicaragua Phaseolus vulgaris 399 100%
KX375792 F. incarnatum-equiseti Colombia Musa paradisiaca 440 100%
KY461086 F incarnatum-equiseti Brasil Schinus terebinthifolia 363 100%

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021
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una camara ambiental con temperatura controlada
(22 £ 2 °C) y en total oscuridad, hasta que el 90%
de las semillas del grupo control hubieran germina-
do. Después de ese periodo, se utilizdé como criterio
de germinacién una longitud de radicula mayor de
5 mm, se registra el crecimiento o alargamiento de
la radicula de ambos grupos (OECD, 1984; USE-
PA, 1996). Los datos registrados se sometieron a la
prueba de normalidad de Shapiro y Wilk (p<0.05),
asi mismo, se compararon en base a la prueba ¢ de
student para muestras apareadas (p<0.05) (Iturbi-
de-Zufiiga et al., 2017). Finalmente, se tomaron
secciones pequenas (aprox. 1 x 1 cm) de radiculas
con sintomas de enfermedad, se esterilizaron en la
superficie con hipoclorito de sodio al 1% durante
10-30 s y se enjuagaron tres veces con agua des-
tilada estéril para el re-aislamiento, los segmentos
fueron colocados en medio PDA, se incubaron bajo
oscuridad a 28 °C por 10 dias. Posteriormente el
aislado se observo en el microscopio optico para
confirmar que se tratara de la cepa CFbC a través
de claves taxonomicas de identificacion (Barnett y
Hunter, 2006).

Evaluacion de antagonismo de 7. harzianum ante
Fusarium sp. en cultivos duales. La evaluacion
del antagonismo se realizé con la cepa T-H4 de T
harzianum, aislada de la raiz de Persea americana,
cuya secuencia se incluyé en la base de datos del
National Center for Biological Information (NCBI)
con el nimero de acceso MK779064.1, misma que
esta en el laboratorio de Eco-Campus Valsequillo,
del Instituto de Ciencias, Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla (BUAP) (Andrade-Hoyos
et al., 2020). Se utiliz6 la técnica de cultivo dual
de acuerdo con Andrade-Hoyos et al. (2019) -por
triplicado- para determinar el porcentaje de inhibi-
cion de crecimiento radial con la formula PICR=
[(R1-R2/R1) x 100] para cada ensayo evaluado
por un lapso de 10 dias. Los datos registrados se
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T-H4 of T. harzianum, isolated from the root of
Persea americana, the sequence of which was
included in the data base of the National Center
for Biological Information (NCBI) with accession
number MK779064.1, which is in the laboratory
of the Eco-Campus Valsequillo, of the Institute
of Science, Benemérita Universidad Autonoma
de Puebla (BUAP) (Andrade-Hoyos et al., 2020).
The dual culture technique was used, following
Andrade-Hoyos et al. (2019) -in triplicate-
to determine the percentage of radial growth
inhibition with the formula PICR= [(R1-R2/R1) x
100] for each trial evaluated for a 10-day period.
The data recorded underwent the Shapiro Wilk test
(»<0.05) and compared based on Student’s ¢ test for
paired samples (p<0.05) in the IBM SPSS Statistics
statistical package, version 25 (Iturbide-Zuniga et
al., 2017). The experiment was performed twice
for its validation. In order to complement the
evidence of antagonism, each trial was compared
and classified with the scale established by Bell et
al. (1982): 1) the growth of 7. harzianum covered
the entire surface of the medium and reduced the
Fusarium sp. culture, 1) the growth of T_ harzianum
covered at least two-thirds of the medium, III) 7
harzianum and Fusarium sp. grew over 1/2 and
1/2 of the medium’s surface, without superposing
each other, IV) Fusarium sp. grew over at least
2/3 of the medium and resisted the invasion of
T harzianum and V) the growth of Fusarium sp.
covered the entire surface of the medium.

Identification. Using the proposed isolation
strategy, only one culture related to the genus
Fusarium was obtained. Strain CFbC displayed a
radial growth with a speed of growth of 0.5294 +
0.0833 cm d, a range which agrees with the study
by Groenewald et al. (2006). The culture of strain
CFbC was abundant aerial mycelia, initially white,
but after maturing they turned slightly cinnamon-
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sometieron a la prueba de normalidad de Shapiro y
Wilk (p<0.05), asi mismo, se compararon en base
a la prueba ¢ de student para muestras apareadas
(»<0.05) en el paquete estadistico IBM SPSS Sta-
tistics version 25 (Iturbide-Zuiiga et al., 2017). El
experimento se repitid dos veces para su valida-
cion. Para complementar las evidencias del anta-
gonismo, se comparod y clasifico cada ensayo con
la escala establecida por Bell et al. (1982): I) cre-
cimiento de T. harzianum cubri6 toda la superficie
del medio y redujo la colonia de Fusarium sp., II)
crecimiento de 7. harzianum cubrio al menos 2/3
partes del medio, II1) 7. harzianum y Fusarium sp.,
crecieron 1/2 y 1/2 de la superficie del medio, uno
no se sobrepuso al otro, IV) Fusarium sp., crecid al
menos 2/3 partes del medio y resistid a la invasion
de T. harzianum y V) crecimiento de Fusarium sp.,
cubrid toda la superficie del medio.

Identificacién. Utilizando la estrategia propuesta
de aislamiento, s6lo una colonia asociada al género
Fusarium fue obtenida. La cepa CFbC se caracteri-
z06 por presentar un crecimiento radial con una ve-
locidad de crecimiento de 0.5294 + 0.0833 c¢cm d-',
rango que concuerda con el estudio de Groenewald
et al. (2006). El aspecto de la colonia de la cepa
CFbC fue abundante micelio aéreo, al principio de
color blanco, pero al madurar se tornan ligeramente
color café canela, al reverso de la placa, se mues-
tra una coloracion ligeramente naranja (Figura lay
b). La cepa CFbC present6 hifas septadas, hialinas,
macroconidios tabicados con cinco septos, falca-
dos, con una curvatura distintiva de longitud de 60
-120 um aprox. (Figura 1c), con pared gruesa que
en su parte ventral se arquea ligeramente y en la
parte dorsal se arquea abruptamente, con una célula
basal en forma de pie y la parte apical filamentosa.
Las caracteristicas morfologicas mencionadas an-
teriormente, coincidieron con las descritas por Bar-
nett y Hunter (2006) y Leslie y Summerell (2006)
para Fusarium sp.
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brown, and on the reverse of the dish, a slightly
orange color can be noticed (Figure la and b).
Strain CFbC presented septated hyphae, hyalines,
septated macroconidia with five septa, with a
distinct curvature, a length of approximately 60
-120 pm (Figure 1c), with a thick wall, slightly
arched in the ventral part, and abruptly arched in
the dorsal part, with a foot-shaped basal cell and
a filamentous apical section. The morphological
characteristics mentioned above coincided with
those described by Barnett and Hunter (2006), and
Leslie and Summerell (2006) for Fusarium sp.

The amplification of the ribosomal ITS region
gave a product of 533 pb of strain CFbC, which
displayed an identity of 100% with the Fusarium
incarnatum-equiseti species complex (Table 1)
according to the Gen Bank data base. This sequence
was included in the NCBI data base with accession
number MN612793.1.

Pathogenicity tests. Eight days after the in vitro
inoculation with strain CFbC, all plants began
a percentage of
germination of 95%. The pathogenicity test results
are shown in Figure 2, where a radicle growth
below 5 mm (Figure 2a) is presented, along with
apical strangulation, necrosis in the radicle (Figure
2b), and colonization in seedlings at the seed
germination level in dishes with agar-water (Figure
2c¢), results which are positive for the inoculation of
Fusarium sp. In seedlings used as controls, no
symptoms were observed (Figure 2d), which proves
Koch'’s postulates.

In the pathogenicity test, radicle growth
decreased by 42.02%, displaying significant
differences. Koch’s postulates were confirmed with
the reisolation of Fusarium sp. from rhizomes of
seedlings germinated 10 days after inoculation. This
pathogen has been reported by Dauda et al. (2018),
who first reported the regressive death of onion

showing symptoms, with

plants caused by Fusarium equiseti in Nigeria.
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Figura 1. a) Colonia de Fusarium sp. en medio PDA, b) Reverso de colonia en PDA, coloraciéon naranja, ¢) Monofidlides
cortas y microconidios agrupados en falsas cabezas, d) Macroconidios tabicados con cinco septos, ) Microconidias,

fy g) Macroconidias con curvatura distintiva, 40 X.

Figure 1. a) Culture of Fusarium sp. in a PDA medium, b) Reverse of culture in PDA, orange coloring, ¢) Short monophyllids
and microconidia grouped into false heads, d) Septated macroconidia with five septa, e) Microconidia, f and g)

Macroconidia with distinctive cuvatures, 40 X.

Con la amplificacion de la region ITS ribosomal
se obtuvo un producto de 533 pb de la cepa CFbC,
que present6d 100% de identidad con el complejo de
especies Fusarium incarnatum-equiseti (Cuadro 1)
de acuerdo con la base de datos del Gen Bank, esta
secuencia se incluy6 en la base de datos NCBI con
el nimero de acceso MN612793.1.

Pruebas de patogenicidad. Ocho dias después de
la inoculacioén in vitro con la cepa CFbC todas las
plantas comenzaron a mostrar sintomas, presentan-
do un porcentaje de germinacion del 95%. Los re-
sultados de las pruebas de patogenicidad se presen-
tan en la Figura 2, donde se observa un crecimiento
radicular menor a 5 mm (Figura 2a), ahorcamiento
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Evaluation of the antagonism of 7. harzianum
on Fusarium sp., in a dual culture. Areas of
interaction were observed between 7. harzianum
(T-H4) and Fusarium sp. (CFbC), in the form of
competition for space and nutrients. The reduction
in the growth rate in dual cultures is an indicator
of the antagonistic capacity of Trichoderma
(Guigon-Lopez et al., 2010). In this study, the
growth of Fusarium sp. in confrontation of strain
T-H4 was clearly inhibited as of five day (Figure
3a). When evaluating the PICR, significant
differences (»p<0,0001) were found in Student’s
t test, with a value of =92.57. The PICR was
76.24% (Figure 4b), a value which falls into class
II (Figure 4a) according to the scale established
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Figura 2. Germinacion de semillas inoculadas con Fusarium sp. a) Crecimiento raiz minimo y necrosis, b) Ahorcamiento y
necrosis, ¢) Colonizacion en parte apical, d) Testigo sin sintomas.

Figure 2. Germination of seeds inoculated with Fusarium sp. a) Minimal root growth and necrosis, b) Strangulation and
necrosis, ¢) Colonization in the apex, d) Control without symptoms.

apical, necrosis en la radicula (Figura 2b), y colo-
nizacion en las plantulas a nivel de germinacion de
semilla en placas con agar agua (Figura 2c¢), resul-
tados positivos para la inoculacion de Fusarium sp.
En las plantulas empleadas como testigos no se ob-
servaron sintomas (Figura 2d), comprobando con
ello los postulados de Koch.

En la prueba de patogenicidad, se observo una
reduccion del 42.02% en el crecimiento radicular,
mostrando diferencias significativas. Los postula-
dos de Koch se confirmaron mediante el re-aisla-
miento de Fusarium sp. de rizomas de plantulas
germinadas a los 10 dias pos-inoculacion. Este pa-
togeno ha sido reportado por Dauda et al. (2018)
quienes realizaron un primer reporte sobre la enfer-
medad de muerte regresiva de la cebolla causada
por F. equiseti en Nigeria.

Evaluacion del antagonismo de 7. harzianum so-
bre Fusarium sp., en cultivo dual. Se presentaron
zonas de interaccion entre 7. harzianum (T-H4) y
Fusarium sp. (CFbC), donde se observo competencia
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by Bell et al. (1982). Michel-Aceves et al. (2005)
report an inhibition of 73% in radicle growth
when evaluating the antagonistic effect of native
isolations of Trichoderma spp. on the growth of F.
subglutinans, similar to the results of this study. On
the other hand, Jagraj et al. (2018) reported 75.9%
for F. oxysporum against T. harzianum, higher
than 7. viride and T. koningii, with 67.7 and 55.6%
respectively for strains isolated from tomato plants.

Reyes et al. (2008) noted that one of the
significant characteristics of Trichoderma is its
high growth rate, and the secretion of secondary
metabolites of a different nature, which slow down
the growth rates of other competitors. In addition,
mycoparasitism is another action mechanism of
the genus Trichoderma. In this case, swellings
were observed in macroconidia and hyphae, as
well as the breaking of septum, the presence of
granulations and the vacuolization of hyphae by
T harzianum (Figure 4b), reaffirming the high
mycoparasitic capacity of strain T-H4. Duarte-Leal
et al. (2018) observed mycoparasitism between the
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de espacio y nutrientes. La reduccién en la tasa de
crecimiento en cultivos duales es un indicador de
la capacidad antagonica de Trichoderma (Guigon-
Lopez et al., 2010). En el presente estudio, el cre-
cimiento de Fusarium sp. en confrontacion con la
cepa T-H4 fue claramente inhibido a partir del dia
5 (Figura 3a). Al evaluar el PICR se detectaron di-
ferencias significativas (P < 0,0001) en la prueba
de ¢ de student, con un valor de = 92.57. El PICR
fue de 76.24% (Figura 4b), valor que se clasifica
en la clase II (Figura 4a) de acuerdo con la escala
establecida por Bell ef al. (1982). Michel-Aceves
et al. (2005), reportan el 73% de inhibicion de cre-
cimiento radicular al evaluar el efecto antagonico
de aislados nativos de Trichoderma spp., sobre el
crecimiento de F. subglutinans, resultados simila-
res en el presente estudio. Por otro lado, Jagraj et al.
(2018) reportan un valor de 75.9% para F. oxysporum

hyphae of . asperellum (Ta.25), where it penetrated
and caused the lysis of the hyphae of Fusarium
oxysporum f. sp. ciceri (F-50), as reported in the
present investigation. The results confirmed the
notifications by Gonzalez et al. (2012) and Hyder et
al. (2017) regarding the enzymatic degradation of
the cell wall of the phytopathogenic fungi during
the mycoparasitic action, which causes lysis and
thus the disorganization of the cytoplasmic content
which, according to these authors, is related to the
action of the enzymes chitinase, -1,3-glucanases,
B-1,6-glucanases, a-1,3-glucanases and proteases
spp.- Additionally,
Leon et al. (2012) observed strangulation and
the lysis of the walls of the hyphae, followed by

excreted by Trichoderma

a disintegration and degradation of the cell walls
of Fusarium sp. when confronting strains 76111
and 7c241 of Trichoderma spp.
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Figura 3. Comparacion del crecimiento micelial y PICR. a) Crecimiento de Fusarium sp. en presencia y ausencia de 7.
harzianum b) Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de Fusarium sp. a 10 dias de la inoculacion
en presencia y ausencia de 7. harzianum. *Medias con letras diferentes indican diferencias significativas con la
prueba de t de student (p<0.05).
Figure 3. Comparison of mycelial growth and PICR. a) Growth of Fusarium sp. in the presence and absence of 7. harzianum

b) Percentage of inhibition of radial growth (PICR) of Fusarium sp. 10 days after inoculation in the presence and
absence of 1. harzianum. *Means with different letters indicate significant differences with the Student’s 7 test
(p=0.05).
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Figura 4. a) Antagonismo de la cepa T-H4 de T. harzianum frente a Fusarium sp., donde se observa una clase II en la escala
de Bell ez al. (1982), b) Micoparasitismo de 7. harzianum sobre las hifas y conidios de Fusarium sp., * hinchamiento
de hifa, ** enrollamiento de hifa, *** granulaciones dentro de hifa, **** hinchamiento de macroconidio.

Figure 4. a) Antagonism of strain T-H4 of 7. harzianum against Fusarium sp., showing type II in the scale by Bell et al.
(1982), b) Mycoparasitism of 7. harzianum on the hyphae and conidia of Fusarium sp., * swelling of the hypha,
**curling of the hypha, *** granulations inside the hypha, **** swelling of the macroconidia.

frente a 7. harzianum, mayor a T. viride y T. ko-
ningii con 67.7 y 55.6% respectivamente, esto para
cepas aisladas de plantas de jitomate.

Reyes et al. (2008), notificaron que una de las
caracteristicas significativas de Trichoderma es su
elevada velocidad de crecimiento, y la secrecion
de metabolitos secundarios de diferente naturaleza,
que frenan el crecimiento de otros competidores.
Asimismo, el micoparasitismo es otro de los meca-
nismos de accion del género Trichoderma. En este
caso se logrd observar hinchamientos en macroco-
nidias e hifas, asi como ruptura de septos, presen-
cia de granulaciones y vacuolizacion de hifas por
T harzianum (Figura 4b), esto reafirma la elevada
capacidad micoparasitica de la cepa T-H4. Duarte-
Leal et al. (2018) observaron micoparasitismo en-
tre hifas de 7. asperellum (Ta.25), donde penetrd
y causo lisis en hifas de Fusarium oxysporum f.
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The hyphal interactions that intervene in the
parasitism are measured by the enzymatic activity
of the antagonist, which allows the penetration,
deformation, disintegration and death of the hyphae
of the pathogen (Leon et al., 2012), and therefore
the strains with a high enzymatic potential tend to
have a greater mycoparasitic effect (Gonzalez et al.,
2012); herein lies the importance of the selection of
strains with various types of hyphal interactions.

Antagonism tests reflect the capacity and genetic
variability of the antagonist and the phytopathogen
to resist antagonism and perform a preliminary
selection of the most efficient antagonistic strains
to be evaluated under field conditions, as well as to
complement and determine its ability exercised for
the biocontrol (Morales et al., 2020).

Fusarium sp. was identified as being related to
basal rot in bulbs from onions (4//ium cepa) of the
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sp. ciceri (F-50) como lo reportado en la presente
investigacion. Los resultados corroboraron lo no-
tificado por Gonzélez et al. (2012) y Hyder et al.
(2017), sobre la degradacion enzimatica de la pa-
red celular de los hongos fitopatogénicos durante
la accién micoparasitica, que causa lisis y con ello
la desorganizacion del contenido citoplasmatico
que, segin estos autores, esta relacionada con la
accion de las enzimas quitinasas, B-1,3-glucanasas,
B-1,6-glucanasas, a-1,3-glucanasas y proteasas ex-
cretadas por Trichoderma spp. Ademas, Leon et
al. (2012) observaron presencia de estrangulamien-
to y lisis de las paredes de las hifas, seguidas de
una desintegracion y degradacion de las paredes
celulares de Fusarium sp., al enfrentarse a las ce-
pas Th111 y Tc241 de Trichoderma spp.

Las interacciones hifales que intervienen en el
parasitismo son mediadas por la actividad enzima-
tica del antagonista, que permite la penetracion,
deformacion, desintegracion y muerte de las hifas
del patogeno (Ledn et al., 2012), por lo que aque-
llas cepas que exhiben un alto potencial enzimatico
tienden a poseer un mayor efecto micoparasitico
(Gonzalez et al., 2012); de ahi la importancia de la
seleccion de cepas con varios tipos de interacciones
hifales.

Las pruebas de antagonismo reflejan la capaci-
dad y variabilidad genética del antagonista y del
fitopatdgeno para resistir el antagonismo y realizar
una seleccion preliminar de las cepas antagoénicas
mas eficientes para ser evaluadas en condiciones
de campo, asi como para complementar y determi-
nar su capacidad biocontroladora (Morales et al.,
2020).

Se logrd identificar a Fusarium sp. asociado a
la podredumbre basal, proveniente de bulbos del
cultivo de cebolla (4/lium cepa) variedad Crystal
white, ubicada en La Soledad, perteneciente al mu-
nicipio de Chietla del estado de Puebla, México.
La cepa de T harzianum T-H4 mostré adecuada
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Crystal white variety, found in La Soledad, which
belongs to the municipal area of Chietla, in the state
of Puebla, Mexico. The T. harzianum strain T-H4
displayed an adequate antagonistic ability in vitro
against Fusarium sp., with a PICR of 76.24%. It is
necessary to verify the antagonistic capacity of 7.
harzianum T-H4 in the field against strain CFbC as
well as its identification with the elongation factor
of translation (EF1a) in order to recommend its use
as an alternative for the onion farmers of the area.

End of the English version ~—~—~—~——~

capacidad antagénica in vitro frente a Fusarium
sp., con un PICR de 76.24%. Es necesario verificar
en campo la capacidad antagonista de 7. harzianum
T-H4 frente a la cepa CFbC, asi como su identifica-
cion por el factor de elongacién de la traduccion la
(EF1a), para asi recomendar su uso como alternati-
va a los productores de cebolla de la region.
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