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Resumen

INTRODUCCION

Fusarium ocasionan pudriciones de raiz y tallo con pérdidas cuantiosas para los agricultores, por lo cual es importante encontrar
alternativas de manejo a la marchitez vascular ocasionada por Fusarium spp.

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar bacterias enddfitas, con potencial antagénico 77 vitro frente a Fusarium spp., en
plantas de aji tabasco ( Capsicum frutescens var. Tabasco).

MATERIALES Y METODOS

En el periodo entre febrero de 2014 a febrero de 2016, se evalué la capacidad antagénica in vitro de 68 aislados bacterianos
endéfitos de tejido foliar C. frutescens, provenientes de dos municipios del Valle del Cauca, Colombia. Las bacterias aisladas fueron
enfrentadas a seis aislamientos patogénicos de Fusarium spp, mediante el método de crecimiento dual.

RESuULTADOS

Cincuenta de los aislados bacterianos presentaron porcentajes de inhibicion frente al menos un aislado de Fusarium y de estos,
dieciséis presentaron porcentajes de inhibicién por encima del 40 %. La morfologia, perfil bioquimico y caracterizacién molecular,
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permitieron determinar que los aislados identificados como Bacillus subtillis y Pseudomonas aeruginosa, mostraron promedios de
inhibicién entre 62 y 89 %, altos con respecto a los reportados anteriormente en otros estudios. Ademds, se destacan como nuevos
hallazgos de bacterias asociadas al tejido vegetal endéfito de C. frutescens, en el Valle del Cauca, Colombia, a las especies Enterobacter
cloacae, Microbacterium arborescens, y Stenotrophomonas maltophilia.

CONCLUSION

Estos resultados constituyen una fuente potencial para el manejo de patégenos y mejoramiento de la productividad en el aji tabasco
en Colombia.

PALABRAS CLAVE: aji, antagonismo, control bioldgico, fitopatégeno.

Abstract

INTRODUCTION

In the last decades, there has been an increased on the interest of Tabasco Chilli pepper cultivation in Colombia; however,
production limitation has been observed due to phytosanitary problems. Species of the genus Fusarium cause root and stem rots
with large losses for farmers; whereby, it is important to find alternatives to vascular wilt managment caused by Fusarium spp.

OBJECTIVE

The objective of this research was to isolate and characterize endophytic foliar bacteria with iz vitro antagonistic potential against
Fusarium spp. in Tabasco Chili pepper ( Capsicum frutescens) plants. Materials and methods. In the period between February 2014
and February 2016, the 77 vitro antagonistic capacity of 68 bacterial endophytes of leaf tissue C. frutescens, from two municipalities
of Valle del Cauca, Colombia, was evaluated. The isolated bacteria were confronted with six pathogenic isolates of Fusarium spp.

by dual growth method.

RESULTS.

Fifty of the bacterial isolates showed percentages of inhibition against at least one Fusarium isolate, and of these sixteen had
percentages of inhibition above 40 %. The morphology, biochemical profile and molecular characterization allowed to determine
that the isolates identified as Bacillus subtillis and Pseudomonas aeruginosa showed inhibition averages between 62 and 89%, high
averages compared to those previously reported in other studies. In addition, stand out as new findings of bacteria associated with
endophytic plant tissue of C. frutescens, in Valle del Cauca, Colombia, the Enterobacter cloacae, Microbacterium arborescens, and
Stenotrophomonas maltophilia species.

CONCLUSION.

These results constitute a potential source for pathogen management and productivity improvement in tabasco chili pepper in

Colombia.
KEYWORDS: Pepper, antagonism, biological control, plant pathogens.

INTRODUCCION

Se estima que los cultivos de aji en Colombia aumentan a una tasa del 13 # anual, lo que indica grandes
posibilidades en el incremento de su produccidn, lo que significa una alternativa para la diversificacién y
generacién de ingresos para pequefios agricultores ( Ochoa y Lundy, 2002). El cultivo de aji es afectado por
numerosas enfermedades de etiologfa microbiana ( Guigén-Lépez y Gonzalez-Gonzalez, 2001; Andrés-Ares
etal., 2005; Islek y Turkilmaz-Unal, 2015), entre las que se encuentra la podredumbre de raiz y tallo, causada
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por Fusarium oxysporum ( Perez-Herndndez et al., 2014). ELhongo penetraen la planta obstruyendo los vasos
del xilema que colapsan ¢ impiden el flujo de nutrientes y agua que deberian llegar a las hojas, estas comienzan
amarchitarse y el proceso puede continuar hasta que la planta completa se marchitay muere ( Agrios, 2005).
Fusarium, ademas, produce un grupo de enzimas que degradan la pared celular de la planta, facilitaindole el
proceso de infeccién y afectando otros érganos como tallos, flores y frutos ( Turlier et al., 1994; Gonzélez
etal., 2012).

Una alternativa amigable y de bajo costo para el control de hongos fitopatégenos es el empleo de bacterias
endofitas. Estas bacterias se encuentran dentro de los tejidos de raices, tallos y hojas, de casi todas las plantas
en el planeta ( Smith et al.,, 2008), ejerciendo un importante rol en el metabolismo y fisiologia de la planta,
y por tanto, estableciendo una estrecha relacién con el hospedador sin causar perjuicios ( Reinhold-Huker y
Hurek, 1998; Kloepper et al., 1999; Pérez et al., 2013). Algunas bacterias enddfitas hacen parte de las bacterias
promotoras de crecimiento vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés de plant promoting bacteria), y al igual
que las bacterias rizosféricas PGPB, presentan mecanismos directos e indirectos, o una mezcla de estos, que
benefician alas plantas en su desarrollo ( Glick, 2012). Los mecanismos directos de promocién de crecimiento
vegetal, incrementan la disponibilidad de nutrientes en la rizdsfera, al influir en el metabolismo de las plantas
y mejorar su nutricion. En bacterias endéfitas se puede mencionar, la fijacién de nitrégeno ( Puri et al., 2018),
la solubilizacién de fésforo ( Walia et al., 2017), la produccién de siderdforos para la adquisicion de hierro (
Rajkumaractal., 2009) o la regulacion y sintesis de hormonas estimuladoras de crecimiento vegetal ( Santoyo
et al,, 2015). Los mecanismos indirectos se caracterizan por ocasionar la inhibicién o eliminacién de los
fitopatdgenos o prevenir el dafio que provocan en las plantas, ya sea mediante la produccién de antibidticos (
Glick, 2015; Santoyoa et al., 2015) u otros metabolitos ( Brader et al., 2014), sintesis de compuestos volatiles
inhibidores de patdgenos, competencia de nutrientes o del espacio en el nicho ecoldgico, y estimulacién de
las defensas naturales de la planta, mediante mecanismos conocidos como resistencia sistémica inducida (
Santoyo et al., 2015).

En plantas de aji se han aislado una gran cantidad de bacterias enddfitas ( Narayan et al., 2013; Amaresan
etal,, 2014), dentro de las cuales, cepas de Bacillus tequilensis, Burkholderia cepaciay Peudomonas aeruginosa,
han demostrado capacidad antagénica frente a F. oxysporum y otros hongos fitopatégenos ( Narayan et al.,
2013). El género Bacillus se ha reportado como un antagonista dominante frente a Fusarium tipo silvestre
( Edward et al., 2013; Amaresan et al., 2014; Muhammad et al., 2016), al igual que diferentes especies de
Pseudomonas ( Barquero et al., 2016; Muhammad et al., 2016).

Aunque las rizobacterias y bacterias endéfitas presentan los mismos mecanismos para la promocién de
crecimiento vegetal, las bacterias endofitas estdn menos afectadas por el estrés ambiental, por lo que podrian
presentar mayor ventaja ecoldgica al emplearse como biocontroladores ( Sturz y Nowak, 2000; Penia y Reyes,
2007; Santoyo etal., 2015). Teniendo en cuentalo anterior, el aislamiento, identificacién y caracterizacién de
bacterias endéfitas con capacidad antagdnica frente a hongos fitopatdgenos es un campo amplio por explorar,
que tendria un gran potencial en la agricultura para el desarrollo sostenible. El objetivo de este estudio fue
aislar y caracterizar bacterias endéfitas foliares, con potencial antagénico iz vitro frente a Fusarium spp., en
plantas de aji tabasco ( Capsicum frutescens var. Tabasco).

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en el periodo comprendido entre febrero de 2014 a febrero de 2016.

Colecta de muestras vegetales

Las muestras se colectaron en el tercer y octavo mes del cultivo, en dos fincas productoras de aji tabasco
( Capsicum frutescens Var. Tabasco), de los municipios de Guacari (3°45°21,68"N - 76°11’57,72”0; 971
msnm) y Bolivar (4°25°00,47”N - 76°08’54,53”0; 939 msnm), Valle del Cauca, Colombia. Se realizé

un muestreo total aleatorio donde se obtuvo, por localidad, tejido foliar de quince plantas establecidas
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como sanas, siguiendo el protocolo descrito por Morales-Rondén y Rodriguez-Gonzélez (2006), con
modificaciones. Se tomaron tres hojas sanas por cada punto cardinal por planta, y estas se depositaron en
bolsas de papel, debidamente rotuladas, para llevarlas al Laboratorio de Investigaciones Microbioldgicas de
la Universidad del Valle y al Laboratorio de Microbiologia Ambiental, de la Universidad Libre, Seccional
Cali, para su procesamiento.

Aislamiento de bacterias endéfitas

De las muestras colectadas de cada planta se seleccionaron seis hojas sanas y se esterilizaron siguiendo el
protocolo de Nongkhlaw et al. (2014), con algunas modificaciones. Se lavaron con hipoclorito de sodio al 1
% (1 min), alcohol al 70 % (1 min), seguido de un enjuague con agua destilada estéril y un secado sobre toallas
de papel estéril (30 min). Posteriormente, las seis hojas se maceraron, el macerado fue diluido en 10 ml de
agua destilada estéril; de esta suspension se tomaron 100 pl que se sembraron en superficie sobre cajas Petri
con agar nutritivo. Los cultivos se incubaron a 28 °C durante 24-48 h. Las colonias obtenidas se purificaron,
codificaron y mantuvieron a -81 °C para su posterior caracterizacién e identificacién.

Cada aislamiento bacteriano, se rotulé de acuerdo con el siguiente cddigo: E (endéfito foliar), P (n° planta
del que fue colectado), B1 (Bolivar primer muestreo, tercer mes del cultivo), B2 (Bolivar segundo muestreo,
octavo mes del cultivo), G1 (Guacari primer muestreo, tercer mes del cultivo), o G2 (Guacari segundo
muestreo, octavo mes del cultivo), de acuerdo al lugar y mes de colecta y M (morfotipo o nimero de colonia
bacteriana con caracteristicas morfoldgicas distintivas y diferentes de las demas colonias presentes en la caja
Petri analizada).

Actividad antagdnica de los aislados

El potencial antagbnico iz vitro se llevd a cabo en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la
Universidad Libre, Seccional Cali. Para ello, se llevé a cabo la técnica de cultivo dual, en la que cada
una de las bacterias endéfitas se enfrenté de forma directa a seis aislamientos patogénicos, identificados
mediante caracteres morfométricos descritos por Leslie y Summerell (2006) como Fusarium spp.,
obtenidos e identificados molecularmente en otros estudios realizados en el Laboratorio de Investigaciones
Microbioldgicas de la Universidad del Valle y el Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Nacional
de Colombia sede Palmira ( Clavijo-Castro, 2014; Velasco-Belalcazar, 2016). Como controles se emplearon
los aislados de Fusarium spp. en cultivo puro. Los aislados patogénicos de Fusarium empleados fueron:
FS-09 proveniente de Darien, FS-70 proveniente de Ceunp, FS-58 proveniente de Yotoco, FS-52 y FS-54
provenientes de Yumbo, obtenidas por Clavijo-Castro (2014). Ademds, se incluy6 el aislado FB proveniente
de Bolivar, obtenido por Velasco-Belalcazar (2016). La patogenicidad de los aislados se corroboré (FS-70,
FS-58, FS-54, FS-52 y FS-09) y determiné (FB) mediante el método de inoculacion por inmersion de raices y
aplicacién del inéculo a una concentracién de 106 esporas.ml 1 siguiendo el protocolo utilizado por Clavijo-
Castro (2014). Una vez confirmada la patogenicidad de los mismos, se procedié a realizar el enfrentamiento
con las bacterias endéfitas. Los ensayos se realizaron por triplicado, sembrando en agar papa dextrosa (PDA),
e incubando a 28 °C de 7 a 28 dias.

El porcentaje de inhibicién del crecimiento del patégeno se calculé empleando la férmula descrita por
Acosta et al. (2007).

% inhibicion= ((R1-R2) /R1)* 100.

Donde R2 representd el crecimiento del hongo en presencia de bacterias y R1 el crecimiento del control.

El comportamiento de inhibicién mostrado por los diferentes aislamientos se agrupé de la siguiente
manera ( Benitez et al., 2007):

Negativo: ausencia de zona de inhibicién o un porcentaje menor de 10 % y crecimiento normal del
patédgeno, de forma similar al control.

Baja: ausencia de zona de inhibicién o con un porcentaje entre 10 - 39 % y con disminucién en el
crecimiento del patégeno.
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Media: ausencia de zona de inhibicién o un porcentaje entre 40 - 69 %y con disminucién en el crecimiento
del patdgeno.

Alrea (positiva): presencia de zona de inhibicion definida o en un porcentaje entre 70 - 100 %.

Finalmente, las bacterias que presentaron porcentajes de inhibicién superior al 10 %- frente a por lo menos
dos aislados del patdgeno, se sometieron a una caracterizacién bioquimica y molecular.

Caracterizacién bioquimica

Las bacterias enddfitas con potencial antagénico se caracterizaron e identificaron mediante las
pruebas bioquimicas API20E para bacterias Gram negativas y APISOCHB para bacterias Gram positivas
(BioMerieux®), con base en los protocolos de la casa comercial. La identificacion se realizé mediante la
comparacion de los resultados obtenidos con el banco de datos de BioMerieux”, segtin el sistema de cédigos
en software proporcionado por la casa comercial.

Las bacterias caracterizadas como Gram negativas, ademds se sembraron en el medio King B y agar
Cetrimide para evaluar la habilidad de producir sideréforos.

Identificacién molecular

La identificacién molecular se llevé a cabo en el Laboratorio de Diagndstico Vegetal de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Palmira. Para ello, se realizé el analisis de la secuencia del gen 16S rRNA, y se
utilizé para su amplificacién por PCR los primers universales descritos por Weisburg et al. (1991):

fD1(5°-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)
rD1(5’CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3).

El ADN total fue extraido de acuerdo con el método de CTAB propuesto por Merino y Giusiano
(2011). La amplificacién se realizd siguiendo los ciclos de temperatura que se describen a continuacion:
desnaturalizacién inicial a 95 °C por 2 min, seguida de 30 ciclos a 95 °C por 30's, 55 °C por 4 min, 72 °C
por 4 min, y una extension final del ADN a 72 °C durante 5 min. Los productos de PCR se purificaron
y secuenciaron por Macrogen Korea. Las secuencias obtenidas se compararon con secuencias similares en
el GenBank utilizando BLAST. Para el andlisis de las secuencias y construccién del arbol filogenético se
utilizaron los programas Bioedit 7.0 y MEGA 6.

RESULTADOS

Potencial antagénico de bacterias end6fitas frente a Fusarium spp.

En las sesenta muestras de tejido foliar de aji tabasco procesadas, se obtuvieron un total de 68 aislados
de bacterias endofitas, de los cuales cincuenta mostraron potencial antagénico, en nivel bajo, medio o alto
de inhibicién, frente a por lo menos uno de los aislados de Fusarium spp. El mayor numero de aislados de
bacterias enddfitas con potencial antagénico se obtuvo en el municipio de Bolivar, con veintinueve aislados,
mientras que en Guacari se obtuvo un total de veintitn aislados.

De los cincuenta aislados endéfitos bacterianos obtenidos, dieciséis mostraron un porcentaje de inhibicién
promedio mayor al 40 % (medio y alto); y de estos los aislados EPSGIM10, EP9G2M18, EP8GIM10,
EP3B1M4 sobresalicron con promedios mayores al 70 % ( Cuadro 1). El aislado EPSG1M10 se destacé por
encima de los demds, mostrando potenciales de inhibicion, frente a todos los Fusarium spp. evaluados, con
porcentajes mayores al 76 % en todos los casos.
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CUADRO 1
Promedio del porcentaje de inhibicién de bacterias endéfitas foliares de Capsicum frutescens, con
potencial antagdnico frente a los aislados de Fusarium spp. Valle del Cauca, Colombia. 2016.

Cadigo del Género bacteriano Lugar de PFromedio del porcentaje de inhibicidn a Fusanivm spp.
aislamianto aislamianto F5=-70" F5=-58* FS=54* F5-52* FS5-08= FB*
ERPIGE2M4 Baciluvs sp, Guacar 67 (£ 0} 33 (£ 0) a ] ] 63 [+ 4,2)
EPSG1MS Entercbacter sp. Guacar 50 [27,8) 13 (2 3,0) ] 17 (£ 7.9} 33 (% 22,0) 8(+324)
EP5G1M10° Bacilvs sp, Guacari 76{+3.1) 77(xz0) &7(x3.1) 82(+6.3) E3(x20) 86(x11,0)
EFSG1M14 Entercbactor sp. Suacarn il B4 (4 3,1) a i} 28 (£ 8.0) 4
EP1DG 1M Peeudomonas sp. Guacar 50 [+ 1.6} 22 (D) o] o [ ] Q
EPBG1M10* Peeudananas sp., Guacari F1{+3.0) B0(x30) &2{+60) 69(+32) 67 [+ 0) &9 (£ 0)
ERPSEZM18* Peeudomanas sp. Guacari 67 [+ 0O} [+ 3.0) T+ 4.7) &8 (+ 1.6} 67 (£ 0) 7L+ d)
EF3GIMLIE Freudomanas sp, Guacar 44 [+ 0] 19 (x 5,00 27 (£ 0) 34z 7.9) o 33(x0)
EP15G1IM16 Peeudamanas =p, Guacari 66,7 (4 0) 11,1 (% 08) 389 (+ 7.9) o L] 44 (& Q)
EP2G2M10 Peeudormanas sp. Guacar 20 {+ 3.1) 1] a 13 {+ 3,1} 20 (% 3.0) 22 (£ 6,3)
EP7GIMIE  Stenstrophamonas sp. Guacari o o 37 (£ 500 z22.2(x0) o 26 (£ 4.7)
ER1B2M1 Bacilvg sp, Bolivar 47 (£ 3,1) 2B (£ 1,6) a 1] 27 (& 3,1) 20(% 3,1}
EP1EIMA Bacilius sp. Balivar 42 [+ 3,1) Se(20] 28 (+1,6) 18 [=94) 42 (£&3) 44 (x0)
EPZB2ZM4 Microbacterum sp. Balivar 61(£7.9) 66(f 141} 48(x204) 33(x3.1) 48(%11.00 46(&2.0)
ERIBIM4” Bacilve =p, Bolivar 87 [+ 3,1) 59 (& 4,7) T2 [+ 1,8) 56 (£ 0} TE [+ 2,1) 78 [+ Q)
EPABIMIS Baciiys sp. Balivar 424 (+0) &9(%6.3) 4830+ 3.1) 48(2 105 S2(xz0) B83(+7.5)
EPSB2M21 Bacilve sp, Bolivar 1] 15,6 (£ 0) 40 (£ 0) Jja.a (£ 7,9] L] 24 (£ 3,0)
EPEBIMIE  Stenstrophomonas sp. Balivar 52 [+ 5.0) 58 (% 3) 51,1 (+ 0) 37 (£4.7} 50z 8.0) 85 [+ a)
EP3BZM13 Pretdamanas sp, Balivar o Q 27,8 (£ 9.0} o 22,2 (£ D) 24,4 [+ Q)
EPSBZM1Y Peeudomanas sp. Bolivar 256 (£ 5:0) 1] 15,6 (£ Q) 11 [+ a) ] 26 (£ 1,8)
EPSEIMT Proudomanas sp. Balivar ] 24 (% 3,0) 19 {+50) 13(%3.1) 33 (2 0) 33 (£ q)
ERiIBIME Microbacterfum sp. Balivar B+ 4,7) 11 (% 0.8) 14 {+ 5.0} G (& 2,0) 22,2 [+ 0) 1]
ERZB2MT Bacilvs sp, Bolivar o 18 (X 3,5) o] 12 (£ 5,2} 27 (% 3:0) 18 ([ a0)
EP4EZM1E Bacilus sp. Balivar o '] 25.5 (+ 1.6) 30 (% 10.9) 2Z7.B (% 7.9] 18 (£ 0)

Table 1. Average percentage of inhibition of endophytic foliar bacteria of Capsicum frutescens, with
antagonistic potential against pathogenic Fusarium spp. isolates. Valle del Cauca, Colombia. 2016.
Clavijo-Castro, 2014
a
Aislados patogénicos de Fusarium spp. obtenidos en el Valle del Cauca (Clavijo-Castro,

2014). Coleccién de referencia de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira
FS-70, FS-58, FS-54, FS-52, FS-09 y FB obtenido en el municipio de Bolivar Valle.

b
Aislados patogénicos de Fusarium spp. obtenidos en el VaBacterias enddfitas con mayor promedio de
porcentaje de inhibicién frente a Fusarium spp. / a. Pathogenic isolates of Fusarium spp. obtained in the
Valle del Cauca (Clavijo-Castro, 2014). Collection of reference of the National University of Colombia
Palmira headquarters FS-70, FS-58, FS-54, FS-52, FS-09 and FB obtained in the municipality of Bolivar
Valle. b. Endophytic bacteria with the highest average percentage of inhibition against Fusarium spp.
a
Aislados patogénicos de Fusarium spp. obtenidos en el Valle del Cauca (Clavijo-Castro,

2014). Coleccién de referencia de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira
FS-70, FS-58, FS-54, FS-52, FS-09 y FB obtenido en el municipio de Bolivar Valle.

b
Aislados patogénicos de Fusarium spp. obtenidos en el VaBacterias enddfitas con mayor promedio de
porcentaje de inhibicién frente a Fusarium spp. / a. Pathogenic isolates of Fusarium spp. obtained in the
Valle del Cauca (Clavijo-Castro, 2014). Collection of reference of the National University of Colombia
Palmira headquarters FS-70, FS-58, FS-54, FS-52, FS-09 and FB obtained in the municipality of Bolivar
Valle. b. Endophytic bacteria with the highest average percentage of inhibition against Fusarium spp.

Caracterizacién e identificacién bioquimica y molecular de bacterias endéfitas con potencial de
antagonismo

Las bacterias enddfitas con un porcentaje mayor al 10 % frente a por lo menos dos de los seis aislados de
Fusarium spp., se caracterizaron mediante pruebas bioquimicas rédpidas e identificaron mediante el analisis

de la secuencia del gen 16S rRNA ( Cuadro 2).
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CUADRO 2
Identificacion de bacterias endéfitas aisladas de tejido foliar de Capsicum frutescens, con potencial
antagoénico frente a los aislados de Fusarium spp. mediante el sistema API 20E y SOCHB
e identificacién molecular con los primers fD1 y Rd1. Valle del Cauca, Colombia. 2016.

Iclenitsfi- Ldantidad molecular Ldan- Caracterizacion Bioguimica relevants
cacidm de Identidad molecular MY Accesion tidsd Gram OXI ONPG ADHM LDC ODC CIT M2ZS URE TDA IND VP GEL GLU MAN SAC
I3 copa (Gene Bank) %
EPIGEHID  Pesuvciamonis putids FITG84 251 96 - E + + = C =
EPIBIMLY  Prevdomonas aerugl KCEB2ENT, 1 96 - = * + = “ =
EPIBIMLY Frovdormoss Muorasomns INCIIR04. 1 =3 + - - - + - - - - - - -
EPSEIMT  Meidhamdnss Mudvescens JNOIOGO4, 2 o9 +* - - - + - - - =
EPIGLET Enterobacier cioacao CPOG2737.1 =3 = = + + + + - - -+ - + = +
EPEGIMIA  Enfevobacior Chkhcas CroeRas. 1 =4 = = + + + + - = = + - + - +
EPTEEMLS  Stenctrophomonas mafto- HMTSEEEE1 6 - . - - i E + - -
philiy
EPBEIMIE Srenctropismands maito- HMTERSGE 1 96 > S = + - = = + -
philia
EP1OGLMY  Prevdomonas pintidy FITEg4r5. 1 2b = + + + sl + N = = -
EPBGIMID PEordvThovias JenUgimsd FRd7. I 95 = + + + =, + - = + -
EPOGEMIE  Prevdomonas serupinesa  KFOFS140, 1 &5 - - * - ¥ *
EFSGIMLE Prevdomonss aeruginoss  GR20562T 1 a3 - - - - + - - -+ -
EP1SGIMIE Prsvdivminas aeruginogs KCSGISOT] 96 i L = AL L P P | =il + -
Identifi- Identidad mglecular Caracterizacion bioguimica relevamte
cacion de Identidad molacular N Accesion Iden- Gram GLY ERY DARA LARA RIB DXYL SOR ADD RHA GAL GLU FRU MNE MAN AMY
la espa [Gens Bank) tidad
]
EPLELIME MYCrobaCtRriun e JAA16209.1 a7 + T = o + = + - - - - - - - - +
AR
Ep1B2M1 Sacus fhurigonsis HOS94054. 1 a0 * - 5 = - + = = + + + E
EPLBIMA HaciNus thurigonsis KF15502.1 g1 + = - - + - - - + - - -
EP2B2IM4  Microhacterium arbo- KFAGS976. 1 a1 - - = * * - + + + ] *
resoens
EPZBIMT Sacilus simpley KT2E55688. 1 =5 + + o + + + = = + + + -
EPIBIM4  Baciivs subhiis EROSEII0] a2 * * - * + + . - + + * =
EPIEEHE Miombacierium 5p. JOEES424, 1 bl = + - + . + - + &= + + + e =
EP4BIMIE  BacWus sulshvis KU754381.1 a2 + + - + + + + - o + + + + +
EP4B2MIE  Baciivs subniis ET216568.1 23 * = - * * + - * - - - -
EPIB2MIL  Haclius amyioligucifacions KTHG4221.1 k-2 + - = + = = ~ N + + + - -
EPSGIMI0  Saciis subiic KP408227.8 90+ = -+ o+ o+ - DT ST

Table 2. Identification of endophytic bacteria isolates of leaf tissue of Capsicum frutescens, with
antagonistic potential against Fusarium spp. isolates, through the API 20E and SOCHB system
and molecular identification with fD1 and Rd1 primers. Valle del Cauca, Colombia. 2016.

Los resultados ofrecidos por el sistema API 20E y SOCHB, mostraron que, de los veinticuatro aislados
identificados, los géneros mas representativos fueron Pseudomonas y Bacillus, con nueve y siete aislados,
respectivamente. Ademds, se encontrd que los perfiles bioquimicos indicaron la presencia de los géneros:
Stenotrophomonas, Enterobacter, Aneurinibacillus y Geobacillus, este Gltimo con un porcentaje bajo de
identificacidn.

Los aislados antagénicos bacterianos identificados como Pseudomonas EP9G2M18, EPIGIMI6,
EP8GIM10, EP10GIM9y EP15G1IM16 ( Cuadro 2), sembrados en los medios selectivos Cetrimide y King
B, produjeron sider6foros como piocianinas, pioverdinas y fluoresceinas; evidenciados por los pigmentos
verdosos, azules o amarillos que se visualizaron cuando se expusieron alaluz UV,

El andlisis de las secuencias del gen 16S rRNA ( Figura 1), mostré a los géneros Psendomonas y
Bacillus como los més frecuentes y biodiversos en especies. Nueve de los aislados correspondieron al género
Pseudomonas, dentro de los cuales se encontraron las especies P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida;
y ocho al género Bacillus, representado por las especies B. amyloliquefaciens, B. simplex, B. subtilis, B.
thuringiensis. De igual forma, de acuerdo con los resultados de las pruebas bioquimicas rdpidas, se confirmé la
presencia de Enterobacter cloacae aislados EPSG1IM9 y EP6G 1M 14y Stenotrophomonas maltophilia aislados
EP7G2M15 y EP8 B2M28. Los aislados EP1B1M8, EP2B2M4 y EP3G2M4, que de acuerdo con su perfil
bioquimico mostraron caracteristicas similares a la especie Geobacillus thermoglucosidasius, se identificaron
molecularmente como el género Microbacterium sp., siendo los aislados EPIBIMS8 y EP2B2M4 la especie
Microbacterium arborescens ( Cuadro 2, Figura 1).
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EP282MT Bacillus simplex
llEF'-iEIEM'IS Bacillus simplex
EP1B2M1 Bacillus thurigansis
EP1B1M8 Microbacieriom arborescens
_Ei EFP2E2M4 Microbacterium arborescens

Azospinillum melinis NR 0434821
EPTG2M 15 Stenofrophomonas maliophilia
_|—_EPGB2M23 Stencirophomonas maitophiiia
EFEG 1IN0 Preudomonas seruginoss
_[__ EP15G1I 15 Pseudomonas aeruginosa

EPSB2 7 Pseudomenes seruginosa

|EPEE2M 17 Pseudomonas seruginosa
EP10G 19 Fsevdomonas putids

S EP2GAN 10 Psewdomonas putida

"l ! EP3B2M13 Pssudomonas aeruginoss

EF9G 11116 FPsevdomonas seruginosa

EPOGA1 13 Pseudomonas serugingsa

EF 182144 Bacillus thurigansis
EP381M4 Bacillus sublilis

L 95 -
. . I— EPSB2 21 Bacillus amyleliguefaciens
EP4B2 16 Bacillus subtilis
_CEPE-GJ 1410 Bacillus subtilis

EP3GAN4 Microbacterium arborescens

i EPSG 1K Enterobacier cloacee

|EP&G1M14 Entarobactar cloacae

—
0,05

FIGURA 1
Arbol filogenético de las secuencias de bacterias endéfitas de tejido foliar de Capsicum frutescens, con
potencial antagdnico frente a aislados de Fusarium spp., obtenidas mediante la amplificacién del gen 16S
rARN, primer universal D1, con el coeficiente de similitud del vecino mas cercano y un anélisis bootstrap
de 1000 réplicas. Raiz de Azospirillum melinis (NR_043483,1). Valle del Cauca, Colombia. 2016.

Figure 1. Phylogenetic tree of the endophytic bacteria sequences of leaf tissue of Capsicum frutescens,
with antagonistic potential against the Fusarium spp. isolates, obtained by amplification of the 16S
rARN gen, universal primer D1, using the similarity coefficient of the nearest neighbor and bootstrap
of 1000 replicas analysis. Azospirillum melinis (NR_043483,1) root. Valle del Cauca, Colombia. 2016.

Discusion

En este estudio se obtuvieron 68 aislamientos endéfitos bacterianos del tejido foliar de C. frutescens, de
los cuales dieciséis presentaron porcentajes de inhibicion por encima del 40 %. Los aislados EPSGIM10
y EP3B1M4, identificados bioquimica y molecularmente como Bacillus subtillis, demostraron inhibir a
todas los aislados de Fusarium spp. a los que se expusieron, con porcentajes promedios de 76 a 86 %. De
igual manera, los aislados EP8G1IM10 y EP9G2M18, identificados bioquimica y molecularmente como P.
aeruginosa, presentaron promedios de inhibicién entre 62 y 89 % frente a todos los aislados de Fusarium
spp- Estos porcentajes fueron altos, comparados con estudios similares realizados en Colombia; como el de
Franco-Correa (2008), Ramosy Valero (2008) y Venner y Martin (2009), quienes reportaron porcentajes de
inhibicién de Fusarium por bacterias rizosféricas, no mayores a 68 %, 76 % y 40 %, respectivamente ( Venner
y Martin, 2009). Estos datos coinciden con lo reportado en la literatura, en donde se describe la capacidad
de estos microorganismos para controlar hongos patégenos sintetizando moléculas antifungicas ( Whipps,
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2001), como quitinasas, glucanasas y proteasas que degradan y rompen las paredes celulares de los hongos (
Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Diferentes estudios con especies del género Pseudomonas han mostrado la capacidad de este
microorganismo para ser empleado como antagonista. En un estudio realizado en 1991, Toyoda y Utsumi,
demostraron que cepas de Pseudomonas cepacia'y Pseudomonas solanacearum fueron capaces de hidrolizar el
4cido fusdrico, el cual es el agente causante del marchitamiento por infeccién de Fusarium ( Toyoday Utsumi,
1991). Ademas, Cordero et al. (2014) evidenciaron que Pseudomonas fluorescens MGR12, en crecimiento
sobre medio minimo y enriquecido, fue capaz de producir compuestos volatiles que inhiben el crecimiento de
Fusarium proliferatum ( Cordero et al,, 2014). La cepasilvestre P. aeruginosa PA1201 inhibe el crecimiento
de una gran variedad de patégenos, entre ellos Fusarium graminearum; debido a la producciéon de altos
niveles de 4cido phenazine-1-carboxylic (PCA), fungicida conocido como shenqinmycina, y la producciéon
de phenazine-1-carboxaminde (PCN), un derivado de PCA ( Zhou et al,, 2016). Recientemente, en un
estudio realizado por Uzair et al. (2018), en el que se aislaron cuatro cepas de Pseudomonas con actividad de
biocontrol frente a hongos fitopatégenos como Rhbizopus microsporus, Fusarium oxysporum, Aspergillus niger,
Alternaria alternata,y Penicillium digitatum; se demostré que la cepa PS24, identificada como Pseudomonas
aeruginosa, produjo diferentes antibidticos, dentro de los cuales se destacé la Pirrolnitrina. Este antibidtico
exhibi¢ actividades antifingicas que resultaron positivas para el gen de cianuro de hidrégeno sintasa Her
BC. Porlo que los autores argumentan el empleo de esta cepa como biocontrolador de hongos fitopatdgenos
(Uzair et al., 2018).

La produccién de sideréforos, tiene un efecto inhibitorio en hongos fitopatégenos, debido a la
competencia por captacién de hierro ( Kloepper et al., 1980; Loper y Schroth, 1986). Esta caracteristica
de biocontrol, se puede confirmar con los resultados de la presente investigacién; en donde los aislados
de Pseudomonas (EPG2M18 y EP8GIM10) con mayor porcentaje de inhibicién frente a Fusarium,
identificados molecularmente y bioquimicamente como P. aeruginosa, produjeron sideréforos. Sin embargo,
los demas asilados en los que se evidencié producciéon de sideréforos, identificados como P. aeruginosa
(EP9GIM16 y EP15GIM16) y P. putida (EP10G1M9), mostraron un efecto inhibitorio menor al 50 %.
Estos resultados confirman que Psexdomonas puede establecer més de un mecanismo de inhibicién frente a
Fusarium y comprueban el gran potencial biotecnoldgico de cepas silvestres de este microorganismo para el
biocontrol de hongos fitopatdgenos.

Las bacterias del género Bacillus, se han caracterizado por tener una accién directa e indirecta como
bacterias promotoras de crecimiento vegetal ( Lugtenberg y Kamilova, 2009; Sarabia et al., 2010). La especie
B. subtilis, en especial, presenta gran interés en el biocontrol de hongos y bacterias fitopatdgenas ( Ferndndez-
Larrea, 2001). Esta bacteria produce metabolitos secundarios como lipopéptidos ciclicos entre los que se
encuentran la Iturina, fengycina y surfactina, que han demostrado un gran potencial de aplicacién tanto
en la industria agricola como la industria farmacéutica, debido a su dindmica como biosurfactantes ( Banat
et al,, 2000). Ademds, estos compuestos contribuyen en el crecimiento y supervivencia de la bacteria, al
permitirle la formacién de biopeliculas, el establecimiento de comunidades multicelulares, y la motilidad tipo
swarming; caracteristicas que favorecen el aumento de la colonizacién de la bacteria ( Sarwar et al., 2018).
Sobre Fusarium, Mahmoud (2016) comprobé la accién inhibitoria de cepas silvestres de B. subrilis, aisladas
de granos de trigo, sobre el crecimiento de diferentes cepas patégenas de Fusarium graminearum productoras
de la fusariosis de la espiga. La accién antagénica de B. subtilis sobre F. graminearum fue significativa, al igual
que la reduccién de la fusariosis de la espiga en cultivo 77 vitro en invernadero ( Mahmoud, 2016). Asimismo,
Tejera-Herndndez et al. (2011) destacaron el gran potencial de B. subtilis, como inhibidor de Fusarium
oxysporum, debido a la produccidn lipasas, proteasas y B-glucanasas y quitinasas ( Tejera-Herndndez et al.,
2011).

La produccién de sideréforos es una caracteristica que se ha descrito mayormente en el género
Pseudomonas, sin embargo, existen evidencias de la producciéon de sideréforos como bacilibactina, 4cido

375



AGRroNOMIA MESOAMERICANA, 2019, voL. 30, NUM. 2, MAY-AuG, ISSN: 2215-3608

itoico y 4cido 2,3-dihidroxibenzoico por parte de la especie B. subtilis ( Ito, 1993; Dertz et al., 2006). Los
resultados del presente estudio, mostraron que los aislados con mayores porcentajes de inhibicién, sobre las
seis cepas de Fusarium spp, fueron identificados como B. subtilis, no obstante, en estas cepas no se evalu6
la produccién de sideréforos, por lo que no se descarta su produccién y accién frente a Fusarium spp.
Sin embargo, es necesario realizar mas pruebas para comprobar cudl fue el mecanismo de inhibicién que
emplearon estos aislados antagonistas sobre los hongos.

Otras bacterias endofitas que presentaron porcentajes de inhibicién mayores al 50 %, frente al menos
un aislado de Fusarium spp, fueron las Gram negativas Enterobacter cloacae EP6G1M1 y Stenotrophomonas
maltophilia EP8B2M28, las cuales han sido reportadas anteriormente como bacterias con potencial de
biocontrol frente a Ralstonia solanacearum ( Liu et al., 2012; Elhalag et al., 2015). La bacteria Gram positiva
Microbacterium arborescens EP2B2M4, mostr6 promedios de porcentaje de inhibicién mayoresa 60 % frente
a dos aislados de Fusarium spp. Esta bacteria ha sido reportada como promotora de crecimiento vegetal por
su capacidad de producir diferentes metabolitos benéficos para la planta ( Malik y Sindhu, 2011; Jorquera
et al., 2012; Morango-Gonzélez et al., 2015) y por su capacidad para solubilizar fosfatos en especies como
Capscium annuum, Lupinus montanus, entre otros ( Oliveira et al., 2009; Bhattacharyya y Jha, 2012; Babana
et al., 2013; Molina-Romero et al., 2015).

CONCLUSIONES

Del tejido foliar enddfito de aji tabasco ( C. frutescens) se identificaron cinco géneros de bacterias endéfitas
con capacidad antagénica frente a Fusaruim spp., correspondientes a Pseudomonas, Bacillus, Microbacterium,
Enterobacter, Stenotrophomonas.

La morfologia, perfil bioquimico y caracterizacién molecular, permitié determinar que los géneros
Pseudomonasy Bacillus, fueron los mas representativos en cuanto abundancia y capacidad antagdnica frente a
Fusarium spp- De estos, las especies Pseudomonas aeruginosay Bacillus subtilis fueron las mas predominantes
en el estudio.

Las especies Enterobacter cloacae, Microbacterium arborescens, y Stenotrophomonas maltophilia, son nuevos
reportes de bacterias asociadas al tejido vegetal endéfito de plantas de aji tabasco C. frutescens, en el Valle del
Cauca, Colombia.

Los resultados encontrados en este estudio indican, que los aislados de bacterias endéfitas con poder
antagdnico sobre Fusarium, aisladas en aji tabasco ( Capsicum frutescens), pueden ser una buena alternativa
como biocontroladores de patdgenos como Fusarium y presentar un gran potencial de empleo como PGPB
para el mejoramiento de la productividad en este cultivo.
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