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RESUMEN

Fusarium puede inducir marchitez en chile habanero (Cap-
sicum chinense Jacq.), con frecuencia estd en el suelo y en
especies diversas y el uso de fungicidas sistémicos es comin
para su control. Esta enfermedad demanda investigacién
enfocada a disminuir el uso de fungicidas que propician la
permanencia de poblaciones resistentes de fitopatégenos y
contaminan el ambiente. Las especies de Bacillus antagonis-
tas son una alternativa para el control de fitopatégenos, como
Fusarium spp., causantes de etiologias fingicas en cultivos
como el chile habanero. El objetivo de este estudio fue eva-
luar la actividad én vitro de Bacillus spp. en la inhibicién del
crecimiento micelial de Fusarium equiseti y E. solani, cau-
santes de la marchitez en chile habanero, en confrontaciones
directas y mediante filtrados libres de células para inhibir la
germinacién de conidios, y detectar la presencia de los genes
encargados de dirigir la sintesis de lipopéptidos involucrados
con actividad antifiingica. La hipétesis fue que al menos una
cepa de Bacillus spp. inhibe a F. equiseti'y F. solani, y es po-
sible detectar al menos un gen de la sintesis de lipopéptidos.
FEl disefio experimental fue completamente al azar con cuatro
repeticiones. Todos los antagonistas inhibieron el crecimien-
to micelial de E equiseti (2.15 a 71.55 %) y E solani (3.76 a
69.16 %). El filtrado de Bacillus subtilis CBRF8 inhibi6 100 %
la germinacién de los conidios y la Reacciéon en Cadena de
la Polimerasa (PCR) amplificé tres fragmentos de los genes
bamC, itud y sfp, que corresponden a la bacilomicina D, la

iturina A y la surfactina.
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ABSTRACT

Fusarium can induce wilt in habanero peppers (Capsicum
chinense Jacq.), it is frequently found in the soil and in
various plant species and the use of systemic fungicides
is common for it’s control. This disease demands research
focused on decreasing the use of fungicides that favor the
permanence of resistant populations of plant pathogens and
pollute the environment. Antagonists Bacillus species are
an alternative for plant pathogen control, such as Fusarium
spp.> causing fungal etiologies in crops such as the habanero
peppers. The objective of this study was to evaluate the in
vitro activity of Bacillus spp. on inhibiting mycelial growth
of Fusarium equiseti and F. solani, which cause wilting in
habanero peppers, in direct confrontations and by using
cellfree filtrates to inhibit conidia germination. These allow
to detect the presence of the genes responsible for directing
the lipopeptides synthesis involved in antifungal activity. Our
hypothesis was that at least one strain of Bacillus spp. inhibits
E equiseti and F. solani, and is possible to detect at least one
gene for lipopeptid synthesis. The experimental design was
completely randomized with four replications. All antagonists
inhibited the mycelial growth of F. equiseti (2.15 to 71.55 %)
and E solani (3.76 to 69.16 %). Filtrates of Bacillus subtilis
CBRF8 inhibited 100 % conidia germination. Polymerase
chain reaction (PCR) amplified three fragments of the genes:
bamC, itud and sfp which correspond to bacillomycin D,

iturin A and surfactin.

Keywords: Bacillus, Fusarium, antagonist, phytopathogen,
lipopeptides.

INTRODUCTION

hytopathogens such as Fusarium are the main
cause of plant wilting. Can also induce root
rottening, chlorosis and defoliation (Vdsquez-
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INTRODUCCION

os fitopatdgenos como Fusarium spp. son

los causantes principales de la marchitez de

las plantas e inducen la pudricién de la raiz,
clorosis y defoliacién (Visquez-Lépez er al., 2009,
Villanueva-Arce et al., 2013). Para controlar estos
patdgenos se aplican con mayor recurrencia fungici-
das, organosintéticos que con el tiempo, ademds de
contaminar el ambiente y afectar la salud humana,
seleccionan cepas ﬁ'mgicas resistentes, y su efectivi-
dad se reduce (Novaes ez al., 2005; Rubio-Reque ez
al., 2008). En la rizosfera existen bacterias antagonis-
tas, capaces de ejercer control de patdgenos (Guillén-
Cruz et al., 2006). Este antagonismo se atribuye, en
parte, a la produccién de una gama de metabolitos
secundarios como bacteriocinas, antibidticos, enzi-
mas extracelulares (Mojica-Marin ez al., 2009), y li-
popéptidos (iturina, surfactina, fengicina y bacilomi-
cina) (Ramarathnam ez 2/, 2007; Mora et al., 2011;
Beri¢ ez al., 2012). Las especies de Bacillus y Paeniba-
cillus son un potencial para detectar metabolitos para
controlar fitopatégenos, comunes y con resistencia a
fungicidas quimicos, ya que producen estos polipép-
tidos (Cochrane y Vederas, 2014). La aplicaciones
de Bacillus subtilis que liberan péptidos, inhiben el
crecimiento del micelio de Fusarium oxysporum y E
solani (Radzhabov y Davranov, 2010). Extractos de
lipopéptidos de B. subrilis y B. amyloliquefaciens mos-
traron actividad antifingica contra F moniliforme,
con modificaciones en la pared celular de la hifas con
hinchazén y protuberancias esféricas. Esos extractos
contenfan compuestos relacionados con iturina y
fengicina. La proteccién puede funcionar por la se-
crecién de lipopéptidos por las rizobacterias, ya que
inhiben a los patégenos; ademds, otros mecanismos
pueden actuar, como la induccién de genes relacio-
nados con la patogénesis de plantas hospederas, ya
que el extracto lipopéptido por si solo no aumenta la
expresion de los genes (Gond ez a/, 2015). En este es-
tudio se estimo la efectividad antagénica de aislados
de la clase Bacilli contra dos especies de Fusarium,
causantes de marchitez en chile habanero (Capsicum
chinense Jacq.), mediante confrontaciones directas e
inhibicién de la germinacién de conidios por filtra-
dos bacterianos. También, se analizé la actividad de
genes se analiz6, asociados con la biosintesis de lipo-
péptidos involucrados con la actividad antifingica.
La hipétesis fue que una cepa de Bacillus spp. tiene
actividad inhibitoria frente a £ equiseti y E solani y
tiene al menos un gen de la sintesis de lipopéptidos.
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Lépez et al., 2009; Villanueva-Arce ez al., 2013). To
control these pathogens, organosintetic fungicides
are frequently applied, which in time, pollute
the environment and affect human health and
selected resistant fungal strains, thereby reducing
their effectiveness (Novaes ez al, 2005; Rubio-
Reque ez al., 2008). There are antagonists bacteria
in the rhizosphere, able to exert pathogenic control
(Guillen-Cruz et al., 2006). This antagonism is
partially attributed to the production of a range
of secondary metabolites such as bacteriocins,
antibiotics, extracellular enzymes (Mojica-Marin
et al., 2009), and lipopeptides (iturin, surfactin,
fengycin and bacillomycin) (Ramarathnam ez /.,
2007; Mora et al., 2011; Berié et al., 2012). Bacillus
and Paenibacillus species represent a potential to
detect metabolites for phytopathogen control, both
common and resistant to chemical fungicides, given
that they produce these polypeptides (Cochrane and
Vederas, 2014). The administration of Bacillus subtilis
that release peptides, inhibit the mycelial growth of
Fusarium oxysporum and E solani (Radzhabov and
Davranov, 2010). Lipopeptide extracts from B. subtilis
and B. amyloliquefaciens showed antifungal activity
against F moniliforme, which produced changes in
the hyphae’s cell wall, causing spherical swelling and
bumps. These extracts contain compounds related to
iturin and fengycin. Protection may function by the
secretion of lipopeptides by the rhizobacteria, given
that they inhibit pathogens; other mechanisms can
also act, like the induction of pathogenesis related
genes of host plants, as the lipopeptide extract by
itself does not increase gene expression (Gondgenes
et al., 2015). In this study, we estimated the
antagonistic effectiveness of Bacilli class isolates on
two Fusarium species, as these are the cause of wilting
in habanero peppers (Capsicum chinense Jacq.),
by direct confrontation and conidia germination
inhibition by bacterial filtrates. Also, gene activity
was analyzed and associated with the biosynthesis
of the lipopeptides involved in antifungal activity.
Our hypothesis was that a strain of Bacillus spp. has
inhibitory activity against £ equiseti and E solani and
has at least one gene for lipopeptide synthesis.

MATERIALS AND METHODS
Microorganisms used

Sixteen strains of the Bacilli class were used in this study

with reported antifungal activity, previously isolated from soil
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MATERIALES Y METODOS
Microorganismos utilizados

Las cepas del estudio fueron 16, de la Clase Bacilli, con re-
porte de actividad antifingica, aisladas previamente de mues-
tras de suelo de la peninsula de Yucatdn, México (Sosa ez al.,
2012), que pertenecen a la coleccién del Instituto Tecnoldgico
de Conkal, Yucatdn. Las bacterias se activaron en agar nutritivo
(AN) (BD Bioxon®, Becton Dickinson de México), se verificé su
pureza mediante el crecimiento de colonias homogéneas, la pre-
sencia de células Gram positivas y la formacién de endosporas.
Todas las cepas se cultivaron en el mismo medio hasta su autdlisis

a 28 °C por 4 d y se conservaron a 4 °C hasta su uso.
Aislamiento e identificacién de Fusarium spp.

Muestras de tallos y raices se recolectaron de plantas de chi-
le habanero, con sintomas caracteristicos de la enfermedad, en
campo e invernadero (21° 04" N y 89° 31" O) de las dreas de
investigacion y produccién del Instituto Tecnoldgico de Conkal.
Secciones de 0.5 cm se desinfectaron con hipoclorito de sodio
al 2 %, por 30 s, se lavaron dos veces con agua destilada estéril,
se sembraron en cajas Petri con medio de cultivo agar papa y
dextrosa (PDA) (BD Bioxon®) y se incubaron a 28 °C por 72 h,
luego se purificaron. Una identificacién preliminar de los patdge-
nos se hizo mediante sus caracteres morfotaxonémicos (Nelson ez
al., 1983; Barnett y Hunter, 1999).

Para confirmar la identificacién especifica de los hongos se
hicieron extracciones de ADN (Liu ez «/., 2002) de micelio de
cultivos monospdricos. Para esto se analizé la regién ITS1-5.8s-
ITS2 del rDNA; los iniciadores fueron los reportados por White
et al. (1990), ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), la amplificacién
se realiz por PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), que
incluyé desnaturalizacién inicial por 2 min a 95 °C, luego 30
ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 1 min, alineacién a 54 °C
por 30 s y una extensién de 1 min 72 °C, y una extensién final
de 5 min a 72 °C. Los productos amplificados se visualizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1 % (SIGMA®, EE.UU.) y un
marcador de peso molecular de 1 kb (Invitrogen® EE.UU.). Los
productos de PCR amplificados los secuenciaron en Macrogen
(www.macrogenusa.com). Las secuencias se compararon con la
base de datos del Banco de Genes del Nacional Center For Biote-
chnology Information (http://blast.ncbi.nlm.gov) con el progra-
ma Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Antagonismo de aislados bacterianos contra Fusarium spp.

Los bioensayos se hicieron en cajas Petri con medio PDA;

en el centro de la caja se colocaron secciones de 0.5 cm de

samples from the Yucatan Peninsula, Mexico (Sosa ez al., 2012),
which belong to the Instituto Tecnoldgico de Conkal collection,
Yucatan. Bacterias were activated on (NA) nutrient agar (BD
Bioxon®, Becton Dickinson Mexico). Its purity was verified by
growing homogeneous colonies, the presence of Gram positive
cells and endospores formation. All strains were grown in the
same medium until autolysis at 28 °C for 4 d and stored at 4 °C

until they were use.
Isolation and identification of Fusarium spp.

Samples of stems and roots were collected from habanero
pepper plants with characteristic symptoms of the disease, in
field and greenhouse areas (21° 04’ N and 89° 31° W) of research
and production, at the Instituto Tecnoldgico de Conkal. Sections
of 0.5 cm were disinfected with 2 % sodium hypochlorite for 30
s, washed twice with sterile distilled water, seeded in Petri dishes
with growth medium potato dextrose agar (PDA) (BD Bioxon”)
and incubated at 28 °C for 72 h, then purified. A preliminarily
pathogen identification was done based on their morfotaxonomic
characters (Nelson ez 2/, 1983; Barnett and Hunter, 1999).

DNA extractions were taken from monosporic mycelium
cultures in order to confirm the specific identification of the
fungi (Liu er al, 2002). For this, the ITS1-5.85-1TS2 rDNA
region of was analyzed; primers were those reported by White ez
al. (1990), ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ‘) and
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), amplification
was performed by PCR (polymerase chain reaction). This
included an initial denaturation for 2 min at 95 °C, followed by
30 cycles of denaturation at 94 °C for 1 min, alignment at 54 °C
for 30 s and a 1 min extension at 72 °C, and a final 5 min
extension at 72 °C. The amplified products were visualized via
electrophoresis on 1 % agarose gel (SIGMA®, USA) and a 1 kb
molecular weight marker (Invitrogen® USA). The amplified PCR
products were sequenced at Macrogen (www.macrogenusa.com).
The sequences were compared with the GenBank database from
the National Center for Biotechnology Information (http://
blast.ncbi.nlm.gov) with the Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) program.

Antagonism of bacterial isolates against Fusarium spp.

Bioassays were done in Petri dishes with PDA medium;
in the center of each box, 0.5 cm diameter sections of the
phytopathogen mycelium and 6 uL of a 1x10” UFC suspension
of the bacterial isolates. This was obtained by scraping with
a sterile glass slide, from a bacterial culture in AN, after a
5 d incubation period. The suspension was applied at four
equidistant points around the fungus, 2 cm apart. The control

consisted of Petri dishes with the fungal pathogen but without
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didmetro del micelio del fitopatégeno y 6 L de una suspensién
de 1x107 UFC de los aislados bacterianos, obtenida por raspado
con un portaobjeto estéril, de un cultivo bacteriano en AN de 5 d
de incubacién. La suspension se aplicé en cuatro puntos equi-
distantes alrededor del hongo y a 2 cm de distancia. El testigo
fue cajas Petri con el hongo patdgeno sin las cepas bacterianas.
Las cajas se incubaron a 28 °C. Después de 7 d se determing el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (ICR) con la
férmula propuesta por Ezziyyani ez al. (2004) y se midié el halo
de inhibicidn, entre la colonia fingica y las cepas bacterianas. La
inhibicién de conidios se determiné con la seleccién de los aisla-
dos que presentaron un porcentaje de ICR de al menos 65 % y
mostraron halo de inhibicién mayor a 3.0 mm al menos contra

una de las cepas fingica.

Inhibicién de germinacién de conidios

por filtrados bacterianos

Los aislados bacterianos se cultivaron en matraces Erlenme-
yer de 250 mL, con 100 mL de medio liquido Luria-Bertani®
(LB) (DIBICO®, México), y adicioné 1 mL de suspensién bac-
teriana de 1x10”7 UFC. Los matraces con la suspensién de células
bacterianas se mantuvieron en agitacién orbital (MaxQ4450,
Thermo Scientific, EE.UU.) a 200 rpm, por 72 h a 29 °C. El
sobrenadante se recuperd por centrifugacion a 8765 x g, por 10
min, se filtré con filtros tamano de poro 0.45 um (Merck” Mi-
llipore, Alemania) y se obtuvo el filtrado libre de bacterias. Una
suspension de 1x10° conidios mL™" de Fusarium spp. se mezclé
con el filtrado bacteriano (1:1 v/v). La mezcla se sembré en cajas
Petri con PDA, a cada punto de siembra se colocé un cubreob-
jetos y se registré la cantidad de conidios germinados después
de 3, 5, 8 y 10 h con un microscopio éptico DM500 (Leica
Microsystems, Suiza) y objetivo de 100X; los valores se transfor-
maron a porcentaje. Esta cuantificacion se suspendié cuando en
100 conidios, al azar del testigo sin filtrado, el tubo germinativo
se extendié mds de la mitad de la longitud del tamano de la célula
fungica (Mahadtanapuk ez a/., 2007, Ruiz-Sinchez ez al., 2014).

Identificacién de los aislados bacterianos antagonistas

Los aislados seleccionados para los ensayos de inhibicién de
la germinacién que tuvieran identificacién molecular previa se
identificaron. Esto se hizo con el andlisis de la secuencia del gen
16S rDNA, y los iniciadores Eubac27F y Eubac1492R (Delong,
1992). Para extraer el DNA se utilizé el kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega®, EE.UU.). Las condiciones de reac-
cién incluyeron solucién amortiguadora 1X de PCR, 1.5 mM de
MgCIz, 0.2 mM de mezcla de dNTPs, 1.0 uM de cada oligonu-
cleétido, 2.0 U de 7zg DNA polimerasa (Invitrogen® EE.UU.) y
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bacterial strains. The boxes were incubated at 28 °C. After 7 d
the mycelial growth inhibition percent (ICR) was determined
with the formula proposed by Ezziyyani er al. (2004), also the
inhibition halo, between the fungal colony and bacterial strains.
Conidia inhibition was determined by the selecting the strains
showing a percentage of ICR of at least 65 % and showed an
inhibition halo greater at 3.0 mm at least against one of the

fungal strains.
Conidia germination inhibition by filtered bacterial

Bacterial isolates were cultured in 250 mL Erlenmeyer flasks,
with a 100 mL of Luria-Bertani liquid medium® (LB) (DIBICO®,
Mexico), to which 1 mL of bacterial suspension of 1x10” UFC
were added. Flasks with the bacterial cells suspension were
maintained in an orbital shaker (MaxQ4450, Thermo Scientific,
USA) at 200 rpm for 72 h at 29 °C. The supernatant was then
recovered by centrifugation at 8765 x g for 10 min, then filtered
through Merck® filters (Millipore Germany) of 0.45 pm. and a
bacteria free filtrate was obtained. A suspension of 1x10° conidia
mL™ of Fusarium spp. was mixed with the bacteria filtrate (1:
1 v/v). The mixture was seeded in Petri dishes with PDA. Each
seed point had a coverslip placed on. The number of germinated
conidia after 3, 5, 8 and 10 h was recorded with an optical
microscope DM500 (Leica Microsystems, Switzerland) with a
100X objective; values were then converted to percentage. This
quantification was suspended when in 100 conidia in random
control without filtering, the germ tubes extended over half the
length of the size of the fungal cells (Mahadtanapuk ez 4l., 2007;
Ruiz-Sanchez et al., 2014).

Identification of isolated bacterial antagonists

The selected Isolates for germination inhibition assays which
had previous had a molecular identification were identified. This
was done with the analysis of the 16S rDNA gene sequence,
and the Eubac27F and Eubacl492R starters (Delong, 1992).
To extract the DNA a Wizard Genomic Purification Kit was
used (Promega®, USA). The reaction conditions included 1X
PCR buffer, 1.5 mM MgClZ) 0.2 mM dNTPs mix, 1.0 uM of
each oligonucleotide, 2.0 U 7zg DNA polymerase (Invitrogen®
USA) and 1 uL of DNA at 200 ng, to a final 50 uL of reaction
mixture volume. PCR amplification (in a TECHNE-312, US
thermocycler) included initial denaturation at 94 °C for 3 min,
followed by 32 cycles (denaturalization at 94 °C for 1 min,
52 °C alignment for 1 min and a 72 °C extension for 1.45 min),
final extension at 72 °C for 7 min and 4 °C final temperature.
The amplified products and the sequences received the same

procedure done with the fungi.
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1 uL de DNA a 200 ng, a un volumen final de 50 L de mezcla
de reaccion. La amplificacién por PCR (en un termociclador TE-
CHNE-312, EE.UU.) incluyé desnaturalizacién inicial a 94 °C
por 3 min, seguida por 32 ciclos (desnaturalizacién 94 °C por
1 min, alineacién 52 °C por 1 min y una extensién 72 °C por
1.45 min), extensién final a 72 °C por 7 min y temperatura final
de 4 °C. Los productos amplificados y las secuencias tuvieron el

mismo procedimiento realizado con los hongos.

Deteccién de genes en bacterias aisladas

para la produccion de lipopéptidos

Los aislados bacterianos, para detectar genes que codifican la
produccién de lipopéptidos, fueron los mismos evaluados en la
inhibicién de la germinacién de conidios por filtrados bacteria-
nos, ya que éstos se consideraron candidatos que podrian produ-
cir metabolitos secundarios con actividad antifiingica (Athukora-
la ez al., 2009). Para detectar genes bamC (bacilomicina D), fenD
(fengicina), ituA (iturina A), zmaR (zwittermicina A) y sfp (sur-
factina) se utilizaron los pares de oligonucleétidos reportados por
Ramarathnam ez al. (2007) y Athukorala ez 2/. (2009) BACC1 F
(GAAGGACACGGCAGAGAGTC) y BACCI R (CGCTGAT-
GACTGTTCATGCT); FEND1 F (TTTGGCAGCAGGAGA-
AGTTT) y FEND1 R (GCTGTCCGTTCTGCTTTTTC);
ITUDI F (GATGCGATCTCCTTGGATGT) y ITUD1 R
(ATCGTCATGTGCTGCTTGAG); ZWITR2 F (TTGG-
GAGAATATACAGCTCT) y ZWITR2 R (GACCTTTTGA-
AATGGGCGTA) y SUR3 F (ACAGTATGGAGGCATGGTC)
SUR3 R (TTCCGCCACTTTTTCAGTTT) (Invitrogen®,
EE.UU.) El programa PCR para BACCI F/R fue una desnatu-
ralizacién a 94 °C por 3 min, 35 ciclos de desnaturalizacién a 94
°C por 1 min, alineamiento a 60 °C por 30 s, extensién a 72 °C
por 1.45 min y extensién final a 72 °C por 6 min (Ramarathnam
etal., 2007); paraITUD1F/R y SUR3 F/R fue desnaturalizacién
a 94 °C por 15 min, 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por
30 s, alineamiento a 60 °C por 30 s, extensién a 72 °C por 2 min
y extensién final a 72 °C por 10 min (Stankovi¢ ez al., 2012);
para FEND1 F/R fue una desnaturalizacién a 94 °C por 3 min,
45 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 1 min, alineamiento
a 62 °C por 1 min, extensién a 72 °C por 1.45 min y extension
final a 72 °C por 6 min (Ramarathnam ez a/., 2007) y para la
ZWTR2 F/R fue desnaturalizacién a 94 °C por 3 min, seguida
de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 15 s, alineamiento
a 60 °C por 45 s, extensién a 72 °C por 2 min y extensién final a
72 °C por 4 min (Basurto ez al., 2012)

Anilisis de datos

En disefio experimental fue completamente al azar, y los tra-

tamientos tuvieron cuatro repeticiones. Con los datos se realizé

Detection of genes in isolated bacteria

for lipopeptide production

The bacterial isolates to detect genes encoding lipopeptid
production were the same as those used in the evaluation of
the conidia germination inhibition by bacterial filtered, as these
were candidates that could produce secondary metabolites with
antifungal activity (Athukorala ez 2/,2009). In order to detect
bamC (bacillomycin D), Fend (fengycin), ituA (iturin A), zmaR
(zwittermicin A) and sfp (surfactin) genes, the oligonucleotide
pairs reported by Ramarathnam ez /. (2007) and Athukorala ez
al. (2009) were used. BACC1 F (GAAGGACACGGCAGAGA-
GTC) and BACCl R (CGCTGATGACTGTTCATGCT);
FENDI F (TTTGGCAGCAGGAGAAGTTT) and FENDI1
R (GCTGTCCGTTCTGCTTTTTC); ITUD1 F (GAT-
GCGATCTCCTTGGATGT) and ITUD1 R (ATCGTCAT-
GTGCTGCTTGAG); ZWITR2 F (TTGGGAGAATATA-
CAGCTCT) and ZWITR2 R (GACCTTTTGAAATGGGC-
GTA), SUR3 F (ACAGTATGGAGGCATGGTC) SUR3 R
(TTCCGCCACTTTTTCAGTTT) (Invitrogen®, USA). The
PCR program BACC1 F / R consisted on a denaturation at 94
°C for 3 min, 35 cycles of denaturation at 94 °C for 1 min, align-
ment at 60 °C for 30 s, extension at 72 °C for 1.45 min and final
extension at 72 °C for 6 min (Ramarathnam ez 4/, 2007); for
ITUDIF /R and SUR3 F/ R consisted of denaturation at 94 °C
for 15 min, 30 denaturation cycles at 94 °C for 30 s, alignment
at 60 °C for 30 s, extension at 72 °C for 2 min and a final exten-
sion at 72 °C for 10 min (Stankovic et al., 2012.); for FEND1
F/R consisted of denaturation at 94 °C for 3 min, 45 cycles of
denaturation at 94 °C for 1 min, alignment at 62 °C for 1 min,
extension at 72 °C for 1.45 min and final extension at 72 °C
for 6 min (Ramarathnam et 4/, 2007) and for ZWTR2 F / R
consisted of denaturation at 94 °C for 3 min, followed by 30
denaturation cycles at 94 °C for 15 s, alignment at 60 °C for 45 s,
extension at 72 °C for 2 min and final extension at 72 °C for
4 min (Basurto et al., 2012).

Data analysis

The experimental design was completely randomized and
treatments had four repetitions. An ANOVA was performed on
the data, with a previous data transformation to arcsin [y=arcsin
percentage (sqrt x/100)], and means were compared with the
Tukey test (p=<0.05). Data was analyzed with SAS Ver. 9.1 (SAS
Institute Inc. 2010).

REesuLTs AND Discussion
Isolation and identification of fungal strains
Two  Fusarium species were isolated from

Capsicum  chinense Jacq. plants with necrosis
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ANDEVA, con transformacién previa de datos de los porcentaje
en arcoseno [y=arcoseno (sqrt x/100)], y las medias se compara-
ron con la prueba de Tukey (p=<0.05), con el paquete estadistico
SAS Ver. 9.1 (SAS Institute Inc. 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento e identificacién de las cepas flingicas

Dos especies de Fusarium se aislaron de plantas de
Capsicum chinense Jacq. con sintomas de necrosis en
el tallo y las raices. Uno se identificé como F equiseti
con registro ITCF1, que presenté micelio abundan-
te, aéreo algodonoso, blanco, con crecimiento rdpi-
do y color anaranjado en su cara inferior. El estudio
microscépico revelé la presencia de macroconidios
abundantes con células apicales atenuadas, de uno a
cuatro células, microconidios en presencia general-
mente menor de células simples, ovales o reniformes,
producidas en cabezas falsas. El otro aislado fue iden-
tificado como F solani con registro ITCF2, y micelio
aéreo escaso, crecimiento relativamente més lento, y
color crema en ambos lados. El estudio microscépico
revel6 la presencia de macroconidios cilindricos es-
casos, célula basal y apical redonda simple o de una
célula; microconidios abundantes, generalmente de
células simples, cilindricas y en algunos casos célula
apical atenuada y célula basal con forma de pie (Nel-
son et al., 1983; Escalona ez al., 2006). El andlisis de
la regién ITS1-5.8s-1TS2 del rDNA confirmé simili-
tud de 100 % de la cepa ITCF1 con F equiseti (Gen
Bank JQQ690081) y en el caso de ITCF2 la similitud
fue de 99 % con £ solani (JQ910159). Estos fitopa-
tégenos son importantes por las pérdidas que causan
en la produccién de cultivos, como C. annuum (Mar-
tinez et al., 2011; Sanzén-Gémez ez al., 2012), trigo
(Triticum aestivum L.), soya (Glicine max L.) y chi-
charo (Pisum sativum L.) (Ivi¢ et al., 2009; Espino-
za et al., 2011), maiz (Zea mays L.) (Zainudin et al.,
2011), tomate (Solanum lycopersicum L.) y calabaza
(Cucurbita pepo L.) (Montano ez al., 2012; Roberti
etal.,2012).

Actividad antagoénica de aislados bacterianos
contra F, equiseti'y F. solani

ICR de Fusarium spp. El andlisis de varianza para

la variable ICR mostré diferencias significativas entre
los 16 aislados bacterianos (p=<0.05). Los intervalos
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symptoms in stems and roots. One was identified
as F equiseti with ITCF1 registration, which had
abundant, aerial cottony white mycelium, with
rapid growth and orange color on its underside.
Microscopic examination revealed the presence of
abundant macroconidia with attenuated apical cells,
of one to four cells. Microconidia generally present,
usually less than simple cells, oval or kidneyshaped
produced in false heads. The other isolated species
was identified as F solani with ITCF2 registration.
It had sparse aerial mycelium, relatively slower
growth, and cream color on both sides. Microscopic
examination revealed the presence of few cylindrical
macroconidia, round simple basal and apical cells or
single cell; abundant microconidia, generally single
cell, and in some cases cylindrical and basal attenuated
apical foot shaped cells (Nelson ez a/., 1983; Escalona
et al., 2006). The analysis of the ITS1-5.8s-1TS2
rDNA region confirmed a 100 % similarity of the
ITCF1 strain with F equiseti (GenBank JQ690081)
and in ITCF2 case, the similarity was of 99 % regard
E solani (JQ910159). These are important plant
pathogens that cause losses in crop production,
such as C. annuum. (Martinez et al., 2011; Sanzon-
Gomez et al., 2012), wheat (Triticum aestivum L.),
soybean (Glycine max L.) and pea (Pisum sativum L.)
(Ivi¢ et al., 2009; Espinoza ez al., 2011), corn (Zea
mays L.) (Zainudin et al., 2011), tomato (Solanum
lycopersicum L.) and squash (Cucurbita pepo L.)
(Montano et al., 2012; Roberti et al., 2012)

Bacterial isolates antagonistic activity against
F. Equiseti and F. Solani

Fusarium spp. ICR. The analysis of variance for the
ICR variable showed significant differences between
the 16 bacterial isolates (p=<0.05). ICR intervals in
both species of Fusarium were from 2.15 to 71.55 %.
In F equiseti ITCF1 bacterial isolates with CBRFS,
CBCK41, CBMT51 and CBRMI17 registration
were those who induced the highest averages of ICR
percentage, with 65.70, 66.15, 71.23 and 71.55 %
(p=0.05). In Esolani ITCF2 the CBRF15, CBRF9
and CBREFS8 isolates outperformed on average the
other bacterial isolates (p=<0.05), given that they
caused an ICR of 61.60, 62.67 and 69.16 % (Table
1). The antifungal activity of the bacterial isolates
become clear in Fusarium sp. when it was confronted

with B.subtilis LSB4 and Bacillus sp. LSB9, as they
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de ICR en ambas especies de Fusarium fueron 2.15
a 71.55 %. En F equiseti ITCF1 los aislados bacte-
rianos con registro CBRF8, CBCK41, CBMT51 y
CBRM17 fueron los que indujeron los promedios
mayores en el porcentaje de ICR, con 65.70, 66.15,
71.23 y 71.55 % (p=<0.05). En FE solani ITCF2 los
aislados CBRF15, CBRF9 y CBRF8 en promedio
superaron a los otros aislados bacterianos (p=<0.05),
ya que causaron ICR de 61.60, 62.67 y 69.16 %
(Cuadro 1). La actividad antifiingica de los aislados
bacterianos se evidencié en Fusarium sp. cuando se
confront6 con B. subtilis LSB4 y Bacillus sp. LSB9,
pues demostraron inhibicién de crecimiento micelial
de 90 y 90.4 % (Badia ez al., 2011). Las inhibicio-
nes en esos estudios superaron nuestros resultados.
Pero, en otros casos la efectividad con £ oxysporum
fue similar a los estimados para los aislados CBRFS,
CBRM17 y CBMT51 (Li e al., 2012b) o menos

efectivos, aunque se tratdé de especies similares o

showed mycelial growth inhibition of 90 and 90.4
% each (Badia er a/, 2011). Inhibitions in those
studies exceeded our results. However, in other cases,
the effectiveness with £ oxysporum was similar to
that estimated for isolated CBRF8, CBRM17 and
CBMTS51 (Lietal., 2012b), or less effective, although
it came to similar or different species of the fungi
(Romano ez al., 2013; Sarti and Miyazaki, 2013)
and even when evaluated on other Fusarium strains.
Antagonism response is associated with the synthesis
of lipopeptides like iturin, surfactin, fengicyn and
bacillomycin (Ramarathnam ez 4/, 2007; Mora ez al.,
2011; Beri¢ et al., 2012) and secondary metabolites
that can generate an inner lysis area and a thickening
edge in the inhibition zone. This effect was observed
in F equiseti and E solani. They also affected the
radial growth of the fungi, as it happened against
Curvularia lunata (Basha y Ulaganathan, 2002;
Orberd et al., 2009).

Cuadro 1. Inhibicién de crecimiento y halos de inhibicién por accién de aislados bacterianos contra cepas de

Fusarium equiseti'y F. solani.

Table 1. Growth inhibition and inhibition halos by action of bacterial isolates against strains of Fusarium

equiseti and E solani.

E equiseti ITTCF1 E s0lani ITCF2
Aislados

ICR (%) Halos (mm) ICR (%) Halos (mm)
CBRF8 65.70 = 3.65 ab 0.00 £ 0.0e 69.16 £ 1.77a 0.00 £ 0.0b
CBRF9 54.85 + 2.84 hijk 0.00 £ 0.0e 62.67 = 6.07 ab 0.00 £ 0.0b
CBRF12 60.54 = 2.59 gh 0.00 £ 0.0e 58.73 % 0.60 bcde 0.00 £ 0.0b
CBRF15 58.24 = 1.82 hi 1.49 = 0.17d 61.60 = 1.57 be 1.30 £ 0.21 a
CBRF24 57.75 £ 4.72 hi 1.02 £ 0.72d 58.25 * 2.44 bcdef 0.00 £ 0.0b
CBRM17 71.55 £ 0.71 a 572 £0.32a 52.74 = 2.45 defg 0.00 £ 0.0b
CBMT2 64.26 % 2.00 bc 3.52+0.51b 52.60 = 1.82 efg 0.00 £ 0.0b
CBMT51 7123 £ 1.18a 6.10 £ 0.67 a 55.02 * 4.42 cdef 0.00 £ 0.0b
CBCC2 48.76 £ 3.66 g 0.00 £ 0.0e 53.66 % 2.16 defg 0.00 £ 0.0b
CBDG60 60.71 £ 1.35 bed 0.00 £ 0.0e 59.58 * 1.24 bed 0.00 £ 0.0b
CBSN67 53.35 = 1.90 efg 0.00 £ 0.0e 55.45 * 2.85 cdef 0.00 £ 0.0b
CBMN22 50.60 * 4.30 fg 0.00 £ 0.0e 51.58 £ 1.26 fg 0.00 £ 0.0b
CBCK36 51.14 + 1.14 fg 0.00 £0.0e 4781 = 1.63 g 0.00 = 0.0b
CBCK41 66.15 = 0.88 ab 2.39 £ 0.37 ¢ 20.19 = 3.43h 0.00 £ 0.0b
CBCK46 57.00 £ 3.29 def 0.00 £ 0.0e 376 £ 2.711i 0.00 £ 0.0b
CBCK47 215+ 0.77h 0.00 £ 0.0e 57.24 % 3.01 bedef 0.00 £ 0.0b
Testigo 0.00 £ 0.0h 0.00 £0.0e 0.00 £ 0.01 0.00 = 0.0b
DMS 6.55 0.76 6.96 0.12

Medias con letra distinta son estadisticamente diferentes (p=<0.05). ICR: inhibicién de crecimiento radial; DMS:
Diferencia minima significativa ¢ Means with different letter are statistically significant (p < 0.05). ICR: inhibition
of radial growth; LSD: Least significant difference.
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diferentes del hongo (Romano er al., 2013; Sarti y
Miyazaki, 2013), e incluso cuando se evalué en otras
cepas de Fusarium. La respuesta de antagonismo estd
asociado con la sintesis de lipopéptidos como iturina,
surfactina, fengicina y bacilomina (Ramarathnam ez
al., 2007; Mora et al., 2011; Beri¢ ez al., 2012) y me-
tabolitos secundarios que pueden generar una zona
de lisis interna y engrosamiento del borde en la zona
de inhibicién. Este efecto se observé en E equiseti y
en F solani, y también afectaron el crecimiento radial
de los hongos, como ocurrié contra Curvularia luna-

ta (Basha y Ulaganathan, 2002; Orbera ez al., 2009).
Presencia y tamaio de halo de inhibicién

El andlisis de varianza de los halos de inhibicién
mostré diferencias significativas entre los 16 aislados
bacterianos (p=<0.05). Los halos generados en ambas
especies de Fusarium fueron de 1.30 a2 6.10 mm. En
F equiseti ITCF1 los aislados CBRM17 y CBMT51
fueron diferentes al resto de los aislados (p=<0.05),
porque generaron los halos mayores de inhibicién
(5.72 y 6.10 mm). En FE solani ITCF2 sélo el ais-
lado CBRF15 generé un halo de inhibicién de 1.30
mm, pero no fue la bacteria con inhibicién mayor
del crecimiento micelial (Cuadro 1). La formacién
de halos de inhibicién en aislados bacterianos se ha
evidenciado en confrontaciones directas con B. cereus
X16 contra F roseum (Sadfi et al., 2002). Los halos
de inhibicién de crecimiento por accién de los aisla-
dos CBRM17 y CBMT51 en FE equiseti mostraron
apariencia blanquecina, con delimitacién cuadran-
gular del hongo. Esta actividad también se observé
en Colletotrichum gloesporioides, por accién de B.
subtilis y B. licheniformis (Gutiérrez-Alonso et al.,
2003). La zonas delimitadas por los aislados frente a
los hongos se deben a la produccién de metabolitos
antifingicos, difusibles en el medio de cultivo (Sadfi
et al., 2002). Estos metabolitos antiftingicos podrian
ser lipopéptidos ciclicos, como surfactina, iturina A
y fengicina, que actGan como agentes de biocontrol
contra Fusarium (Arguelles-Arias ez al., 2009).

Inhibicién en la germinacién de conidios
por filtrados bacterianos

Los aislados CBRM17, CBMT2 y CBMT51
cumplieron con los criterios establecidos para este ex-
perimento y los promedios de halo de inhibicién en
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Presence and size of inhibition halo

The analysis of variance of the inhibition halos
showed significant differences between the 16
bacterial isolates (p=<0.05). Halos generated in both
Fusarium species were of 1.30 to 6.10 mm. In £
equiseti ITCF1 the isolates CBRM17 and CBMT51
were different to the rest of the isolates (p=<0.05),
because they generated the largest inhibition halos
(5.72 and 6.10 mm). In F solani ITCF2 only the
CBRF15 isolate generated an inhibition halo of
1.30 mm, but it was not the bacteria with the
greatest inhibition of mycelial growth (Table 1). The
formation of the inhibition halos in bacterial isolates
has been evident in the direct contrast of B. cereus
X16 against £ roseum (Sadfi et al., 2002). The growth
inhibition halos due to the CBRM17 and CBMT51
isolates in £ equiseti showed whitish appearance, with
quadrangular delimitation of the fungus. This activity
was also observed in Colletotrichum gloeosporioides, by
action of B. subtilis and B. licheniformis (Gutierrez-
Alonso et al., 2003). The areas bounded by isolates
against fungi are due to antifungal metabolites
production, which are diffusible in the culture
medium (Sadfi ez al., 2002). These antifungal
metabolites may be cyclic lipopeptides, as surfactin,
iturin A and fengicyn, acting as biocontrol agents
against Fusarium (Arguelles-Arias et al., 2009).

Inhibition on conidia germination
by filtered bacteria

CBRM17, CBMT51 and CBMT?2 isolates met
the criteria set for this test. The average inhibition
halo of F equiseti exceeded 3.0 mm. But the
CBREFS isolate was determined because of its ICR
activity in both phytopathogenic species. Bacterial
filtered inhibited between 42.25 and 100 %
conidia germination of F equiseti, and for £ solani
the averages were from 12.75 to 100 % (Table 2).
The filtering with the highest antifungal capacity
was that of the isolated CBRFS, for it inhibited a
100 % of the conidia germination of both fungus
species (Figure 1). The 100 % effectiveness was also
observed on Colletotrichum musae, exposed to filtered
B. licheniformis, B. amyloliquefaciens and B. subtilis;
although, it formed swellings and distortions in the
conidia and germ tubes of the fungus. Similar activity
was not observed in that study (Mahadtanapuk ez
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F equiseti fueron superiores a 3.0 mm. Pero el aislado
CBREF8 se determiné por su actividad ICR en am-
bas especies fitopatdgenas. Los filtrados bacterianos
inhibieron 42.25 a 100 % la germinacién de coni-
dios de F equiseti, y en F solani los promedios fueron
12.75 a2 100 % (Cuadro 2). El filtrado con capacidad
antifingica mayor fue del aislado CBREFS, pues in-
hibié 100 % la germinacién de conidios de ambas
especies de hongo (Figura 1). La efectividad de 100
%, también se observé en Colletotrichum musae, ex-
puesto a filtrados de B. licheniformis, B. amylolique-
faciens y B. subtilis; aunque en su caso se formaron
hinchamientos y distorsiones en conidios y en tubos
germinativos del hongo. La actividad similar no se
observé en ese estudio (Mahadtanapuk ez 4., 2007).
Los filtrados del aislado CBRES8 son candidatos para
controlar la actividad antifngica, al superar en 40 %
la efectividad de filtrados de B. subtilis aplicados en
conidios de Aspergillus flavus (Zhang et al., 2010), y
63 % alos provenientes de Bacillus sp. en conidios de
C. gloesporioides (Gutiérrez-Alonso et al., 2003). El
aislado bacteriano CBRF8 no mostr6 formacién de
halos de inhibicién en las cepas flngicas evaluadas,
pero la capacidad antifingica de su filtrado puede
asociarse con la produccién de proteinas con activi-
dad enzimdtica o de toxinas que en conjunto causan
cambios estructurales somdticos de los hongos y en
la viabilidad de los conidios (Basurto-Cadena et 4/,
2010). Estos pueden afectar el crecimiento total de

Cuadro 2. Inhibicién de germinacién de conidios (%) de Fu-
sarium equiseti 'y F. solani por filtrados bacteria-
nos a 10 h de exposicién.

Table 2. Conidia germination inhibition (%) of Fusarium

equiseti and E solani by bacterial filtered after 10 h

exposure.
Aislados F equiseti ITCF1 E solani ITCF2
CBRF8 100 = 0.0 a 100 £ 0.0 a
CBRM17 69.50 = 5.80b 3.50 £ 1.00d
CBMT2 49.25 £ 5.62 ¢ 12.75 £ 2.06 ¢
CBMT51 42.25 £9.03 c 15.50 = 0.58 b
Testigo 0.00 £ 0.0d 0.00 £ 0.0e
DMS 11.83 2.30

Medias con letra distinta son estadisticamente diferentes
(p=0.05). DMS: Diferencia minima significativa ¢ Means with
different letters are statistically significant (p=<0.05). LSD: Least
significant difference.

al., 2007). CBREFS8 isolated filtrates are candidates
for antifungal activity control, exceeding by 40
% the effectiveness of filtered B. subrilis applied to
Aspergillus flavus conidia (Zhang et al., 2010), and
63 % to those from Bacillus sp. on C. gloesporioides
conidia (Gutierrez-Alonso et /., 2003). The CBRF8
bacterial isolate did not showed inhibition halos in
the tested fungal strains, but the antifungal capacity
of the filtered may be associated to the production
of proteins with enzymatic or toxic activity, which

Figura 1. Inhibicién de germinacién de conidios de Fusarium equiseti por el filtrado del aislado CBRF8 después de 24 h de ex-
posicién. A, conidios tratados; B, control sin tratar (100X).

Figure 1. Conidia germination inhibition of Fusarium equiseti by the CBRF8 isolated filtering after 24 h of exposure: A, treated
conidia; B, untreated control (100X).
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los hongos o solo causar cambios morfolégicos en el
micelio o en sus estructuras de resistencia y reproduc-
cién (Carissimi ez al., 2009).

Identificacién de dos aislados
bacterianos antagonistas

Los aislados CBMT2 y CBMT51 fueron iden-
tificadas como B. subtilis (Ruiz et al., 2016); por
lo que en nuestro estudio se analizaron los aislados
CBRF8 y CBRM17 con base en la secuencia del
gen 16s tDNA. El producto amplificado por PCR
mostré aproximadamente 1500 pb, y similitud de 94
y 99 % con del aislado CBRF8 con Bacillus subti-
lis (GQ214132.1) y CBRM17 con Paenibacillus sp.
(KJ948328.1). Aunque estos aislados son de géneros
diferentes, pertenecen a la misma clase Bacilli. Existe
diversidad de especies de Bacillus antagonistas do-
cumentadas y a B. subtilis se le han reconocido mds
propiedades antifingicas contra Fusarium (Guillén-
Cruz et al., 2006; Badia et al., 2011; Li et al., 2012a).
También Paenibacillus polymyxa, P. peoriae, P brasi-
lensis, P. alginolyticus 'y P. favisporus muestran activi-
dad antifingica contra F oxysporum (Li et al., 2012b;
Sato et al., 2014).

Deteccién de genes que codifican la biosintesis
de lipopéptidos antiftingicos

Solo en el aislado bacteriano CBRF8 se obser-
varon productos de amplificacién especificos, con
el tamano esperado para los fragmentos de los ge-
nes bamC, ituA y sfp con 875, 675 y 500 pb, res-
pectivamente (Ramarathnam ez 4l., 2007; Beri¢ et
al., 2012; Stankovi¢ et al., 2012) (Figura 2). En los
aislados CMBR17, CBMT2 y CBMT51 no hubo
deteccién de esos fragmentos. Los genes detectados
en el aislado CBRF8 codificaron la produccién de
bacilomicina D, iturina A y surfactina. La presencia
de més de un gen de la sintesis de lipopéptidos, en el
aislado CBRFS8 de B. subtilis, es una caracteristica de
los aislados de este género, en los que se han obtenido
167 aislados que tienen el gen de la bacilomicina D,
111 el gen de la surfactina y 79 el gen de la iturina
(Stankovi¢ ez al., 2012). En especies iguales y dife-
rentes se ha detectado la presencias de genes de la
bacilomicina, como en B. cereus DFE4, B. amyloli-
quefaciens DEF16 y BSG y B. subtilis 49, el gen de
la fengicina en B. subtilis DFHO8 y 49; aunque no
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together cause somatic structural changes on the
fungi and in the conidia viability (Basurto-Cadena
et al., 2010). These can affect the overall growth of
the fungi or cause only morphological changes in
the mycelium or in its resistance and reproduction
structures (Carissimi ez a/., 2009).

Identification of two isolated
bacterial antagonists

CBMT2 and CBMT51 isolates were identified
as B. subtilis (Ruiz t al., 2016); so, in our study the
CBRM17 and CBRES isolates were analyzed, based
on the 16S rDNA gene sequence. The amplified
PCR product was about 1500 bp, and had a 94
to 99 % similarity with the CBRFS8 isolated with
Bacillus subtilis (GQ214132.1) and CBRM17 with
Paenibacillus sp. (KJ948328.1). Although these
isolates are of different genera, they belong to the
same Bacilli class. There is documented diversity of
Bacillus antagonists, and B. subtilis is the one that
has the most recognized antifungal properties against
Fusarium (Guillen-Cruz et al, 2006; Badia et al,
2011; Li ez al., 2012a). Also Paenibacillus polymyxa, P
peoriae, P brasilensis, P alginolyticus and P favisporus

show antifungal activity against £ oxysporum (Li et
al., 2012b; Sato et al., 2014).

Detection of genes encoding antifungal
lipopeptides biosynthesis

Amplified specific products were only observed in
the CBRF8 bacterial isolate with the expected size for
the bamC, ituA and sfp gene fragments of 875, 675
and 500 bp, each (Ramarathnam ez a/., 2007; Beri¢
et al., 2012; Stankovi¢ ez al., 2012.) (Figure 2). In
the CMBR17, CBMT51 and CBMT?2 isolates there
was no detection of these fragments. The detected
genes in the isolated CBRF8 coded bacillomycin
D production, iturin A and surfactin. The presence
of more than one gene for lipopeptides synthesis in
the B. subtilis CBRFS8 isolate, is a characteristic of
the isolates of this genere, in which there has been
obtained 167 isolates having the bacillomycin D
gene, 111 the surfactin gene and 79 the iturin gene
(Stankovic ez al., 2012). In same and different species
the bacillomicyn genes presence has been detected,
as in B. cereus DFE4, B amyloliquefaciens DEF16 and
BS6 and B. subtilis 49, the fengycin gene in B. subtilis
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hubo amplificacién para este gen, su sintesis estd aso-
ciada a la inhibicién de 60 % del crecimiento de
graminearum 'y Sclerotinia sclerotiorum (Ramarath-
nam ez al., 2007). Esta especie presenta genes como
la iturina C y D y la bacilomicina C y AB, relaciona-
dos con la inhibicién de crecimiento radial, halos de
inhibicién e inhibicién de germinacién de conidios
en F oxysporum y E solani (Chung et al., 2008). Es-
tos mecanismos de sintesis de genes de lipopéptidos,
con metabolitos diversos antifiingicos o compuestos
de naturaleza peptidica y lipopeptidica, como las itu-
rinas, surfactinas y fengicinas, pueden intervenir con
la actividad antifingica de B. subtilis contra fitopaté-
genos con origen en el suelo (Cazorla ez al., 2007).

CONCLUSIONES

Las especies de Fusarium equiseti 'y E solani fueron
los agentes causales de la marchitez en C. chinense.
En la inhibicién del crecimiento micelial de los hon-
gos, el mejor antagonismo #n vitro contra E equiseti
lo ejercieron los aislados Paenibacillus sp. CBRM17,
B. subrilis CBMT51 y CBREFS, con 71.55, 71.23 y
65.70 %. Contra E solani, el antagonismo mayor se
estimé con los aislados B. subzilis CBRF8 y Bacillus
sp. CBRF9 con 69.16 y 62.67 %. Solo el aislado de
B. subtilis CBRF8 causé 100 % de inhibicién de la
germinacién de conidios. La presencia de genes que
codifican la sintesis de lipopéptidos se detecté solo
con el aislado B. subrilis CBRES, que presentd activi-
dad con los genes, bamC, ituA 'y sfp; responsables de
la sintesis de bacilomicina D, iturina A y surfactina,
respectivamente.
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