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5. RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum) es de gran relevancia a nivel global, debido a su
aporte nutricional y ser buena fuente de antioxidantes. Es una de las hortalizas mas
cultivadas en Chile y en el mundo. No obstante, sus cultivos son susceptibles a
diversas enfermedades causadas por agentes fitopatégenos. Dentro de éstos, los
nematodos fitopatégenos (NFs) son uno de los patdgenos mas frecuentes y nocivos
para este tipo de cultivos, provocando grandes pérdidas econdémicas a nivel
internacional. Existen diferentes métodos de control para este tipo de patégenos,
siendo el control quimico el mas utilizado y efectivo en el corto plazo; sin embargo,
Su uso excesivo produce un efecto negativo para el medioambiente, la salud de las
personas y la sostenibilidad de los sistemas productivos. En este contexto, el uso
de depredadores naturales de NFs, como los hongos nematéfagos (HNs), surge
como alternativa sostenible. En la naturaleza, muchos de estos HNs actuan como
enddfitos, colonizando la planta hospedera y otorgandole beneficios como la
estimulacion del crecimiento y proteccion frente a patdégenos, entre otros. Sin
embargo, la efectividad de los formulados usados en terreno suele disminuir con el
tiempo. Por otro lado, existen compuestos biodegradables y de baja toxicidad como
el quitosano, un polimero derivado del procesamiento de deshechos de la industria
pesquera (Ej. caparazén de crustaceos), que puede aumentar el parasitismo de los

HNs frente a NFs.

En el Laboratorio de Bioprocesos de Instituto de Investigaciones Agropecuarias
(INIA) Centro Regional Quilamapu, se han aislado distintas cepas nativas de HNs

con potencial enddfito, algunas de ellas masificadas para la formulacién de
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productos comerciales de uso agricola. De esta manera, el objetivo de esta
investigacion fue identificar a nivel de especie cinco cepas nematéfagas de los
géneros Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces, Metapochonia y Trichoderma (una
de cada género), determinar la colonizacién endéfita de estos hongos en tomate y
evaluar el efecto del quitosano en el crecimiento fungico y en la actividad parasitaria
de las cepas contra “nematodos cebo”. Para este fin, se identificaron a nivel de
especie mediante un andlisis de secuencia multi-locus (MLSA), seguido de un
ensayo de colonizacién enddfita en tomate y observando su crecimiento fingico en
presencia de quitosano in vitro. Se realiz6 un ensayo de parasitismo in vitro frente
al nematodo cebo Steinernema australe en presencia de tres concentraciones
distintas de quitosano (7,5 x 10% ppm; 1,5 x 10° ppm y 2,25 x 10° ppm). Los
resultados obtenidos indicaron que las cepas nematofagas estudiadas pertenecen
a las especies Beauveria peruviensis, Metarhizium brunneum, Paecilomyces
carneus y Metapochonia rubescens. La cepa de Trichoderma no pudo ser
identificada a nivel de especie, por lo que se requiere del analisis de mas regiones
marcadoras para afirmalo con certeza. P. carneus, M. rubescens, Trichoderma sp.
presentaron capacidad de colonizacion endofitica en tomate, en contraste
B. peruviensis y M. brunneum no presentaron colonizacion endofitica. En cuanto al
crecimiento en quitosano, todas las especies mostraron tolerancia a las distintas
concentraciones de quitosano aplicadas tras 15 dias de incubacién. De las cepas
analizadas, B. peruviensis y Trichoderma sp. presentaron un aumento actividad
nemato6faga, la que se incrementé en presencia de 1,5 x 102 ppmy 2,25 x 102 ppm
de quitosano en el caso de Beauveria y 2,25 x 10° ppm en Trichoderma sp., en

comparacioén a los tratamientos en ausencia de este polimero.
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Estos resultados mostraron que todas las cepas estudiadas son tolerantes a
distintas concentraciones de quitosano y que éste incrementa la actividad
parasitaria de B. peruviensis y Trichoderma sp. La presente Memoria de Titulo es el
primer reporte sobre el efecto del quitosano en el parasitismo de hongos
nematéfagos endofitos nativos sobre el nematodo cebo S. australe, sobre la
capacidad de colonizacion endofitica de las especies P. carneus y M. rubescens, y

sobre la capacidad nematéfaga de B. peruviensis.
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6. SUMMARY

Effect of chitosan on the parasitic action of native strains of

endophytic fungi against bait nematodes

The tomato (Solanum lycopersicum) is of great relevance globally, due to its
nutritional value and being a good source of antioxidants. It is one of the most
cultivated vegetables in Chile and the world. However, its crops are susceptible to
various diseases caused by phytopathogenic agents. Among these, plant-parasitic
nematodes are one of the most frequent and harmful pathogens for this crop,
causing great economic losses at the international level. There are different control
methods for this type of pathogens, being chemical control the most used and
effective in the short term, however, its excessive use leads to a negative effect on
the environment, people's health, and the sustainability of production systems. In
this context, the use of natural predators of plant-parasitic nematodes, such as
nematophagous fungi, emerges as a sustainable alternative. In nature, many of
these nematophagous fungi act as endophytes, colonizing the host plant and
providing benefits such as growth stimulation, protection against pathogens, among
others. However, the effectiveness of field formulations tends to diminish over time.
On the other hand, there are biodegradable and low toxicity compounds such as
chitosan, a polymer derived from the processing wastes from the fishing industry
(e.g. crustacean shells), which can increase the parasitism of nematophagous fungi

against plant-parasitic nematodes.
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In the Bioprocess Laboratory of Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(INIA) Quilamapu Regional Center, different native nematophagous strains of fungi
with endophytic potential have been isolated, some of them massified for the
formulation of commercial products for agricultural use. Thus, the objective of this
research was to identify at the species level five strains of the genera Beauveria,
Metarhizium, Paecilomyces, Metapochonia and Trichoderma (one of each genus)
previously isolated as nematophagous, the endophytic colonization of the fungi on
tomato, and the effect of chitosan on fungic growth and parasitic activity of the
strains. For this purpose, they were identified to species level by multi-locus
sequence analysis (MLSA), followed by an endophytic colonization assay on tomato
and by observing their fungic growth in the presence of chitosan in vitro. An in vitro
parasitism assay was performed against the "bait nematode” Steinernema australe
in the presence of three different concentrations of chitosan (7.5 x 102 ppm;

1.5 x 102 ppm and 2.25 x 102 ppm).

The results obtained indicated that these belong to the species Beauveria
peruviensis, Metarhizium brunneum, Paecilomyces carneus and Metapochonia
rubescens. The Trichoderma strain could not be identified to species level, so further
analysis of marker regions is required to state it with certainty. Paecilomyces
carneus, M. rubescens, Trichoderma sp. presented endophytic colonization capacity
in tomato, in contrast B. peruviensis and M. brunneum did not present endophytic
colonization. Regarding growth in chitosan, all species showed tolerance to the
different concentrations of chitosan applied during 15 incubation days. Of the strains

tested, B. peruviensis and Trichoderma sp. showed an augmentation in the
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nematophagous activity, which increased in the presence of 1.5 x 10% ppm and
2.25 x 102 ppm of chitosan in the case of the former and 2.25 x 10 ppm in the latter,

compared to treatments in the absence of this polymer.

These results showed that all the strains studied are tolerant to different
concentrations of chitosan and that chitosan increases the parasitic activity of
B. peruviensis and Trichoderma sp. The present thesis is the first report on the effect
of chitosan on the parasitism of native nematophagous endophytic fungi on the bait
nematode S. australe, on the endophytic colonization capacity of P. carneus and

M. rubescens species, and on the nematophagous capacity of B. peruviensis.
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7. INTRODUCCION

7.1 El tomate (Solanum lycopersicum)

El tomate es una de las hortalizas méas cultivadas en el mundo, alcanzando
alrededor de 187 millones de toneladas de produccién y 5 millones de hectareas de
cosecha en 2020 a nivel mundial (FAOSTAT, 2020; ODEPA, 2021). Chile se
encuentra en el lugar numero 21 entre los mayores productores de tomate del
mundo con 13 mil hectareas de cultivo aproximadamente, siendo el segundo

principal productor del hemisferio sur después de Brasil (ODEPA, 2021).

Dentro del aporte alimenticio que entrega esta hortaliza se encuentra su alto
contenido de antioxidantes como licopeno y la vitamina C, ademas de aportar
minerales como potasio, hierro y fosforo (Di Mascio et al., 1989). Por otro lado, el
tomate es utilizado en investigacion como especie modelo para estudios evolutivos,

de desarrollo y metabolismo vegetal (Seid et al., 2015).

Durante su ciclo de cultivo y post-cosecha, el tomate es susceptible a mas de 200
enfermedades causadas por patdgenos, incluyendo hongos, bacterias, virus y
nematodos (Singh et al., 2017). Dentro de éstos, los nematodos fitopatogenos (NFs)

son uno de los mas dafinos y frecuentes en cultivos (Singh et al., 2017).

7.2 Nematodos fitopatbgenos

Los NFs son organismos pluricelulares, generalmente microscépicos, parasitos de
plantas, que se encuentran en gran abundancia en los agroecosistemas y son una
constante amenaza para la produccién y calidad de los cultivos tanto en Chile como

en el resto del mundo (Singh et al., 2015; Bustos et al., 2019). Entre los principales



dafos ocasionados por NFs a la planta se encuentra el dafo radicular, alterando la
absorcién de nutrientes y agua, y la sintesis de fitohormonas en las raices, teniendo
como efecto la disminucion de productividad y crecimiento de la planta
(Melakeberhan et al., 2004; Abad et al., 2009). Ademas, estos nematodos no solo
dafian directamente al hospedero, sino que a causa del dafio mecanico que
producen puede ocurrir el ingreso de agentes infecciosos como bacterias y hongos

(Ashraf & Khan, 2010).

Una de las razones que dificulta el control de los NFs es que el dafio causado por
estos organismos suele confundirse con el que producen ciertos tipos de hongos, el
estrés hidrico u otras fitopatologias, y que en el momento en que se expresan los
signos de enfermedad, las pérdidas del cultivo ya han ocurrido (Armendariz et al.,
2015). Se estima que la pérdida por efecto de NFs es de 12,6%, equivalente a 157

mil millonesde dolares a nivel mundial (Singh et al., 2015).

Se han identificado mas de 4.100 especies de NFs y se pueden clasificar de acuerdo
con su relacion espacial y habito parasitico respecto a la raiz del hospedero en:
ectoparasitos migratorios (Ej. Xiphinema spp.), ectoparasitos sedentarios (Ej.
Tylenchulus semipenetrans), ecto-endoparasitos migratorios (Ej. Helicotylenchus
multicinctus), endoparasitos migratorios (Ej. Pratylenchus spp.) y endoparasitos
sedentarios (Ej. Meloidogyne spp., Heterodera spp. y Globodera spp.) (Palomares-
Rius et al., 2017). En este ultimo grupo destaca el género Meloidogyne, el cual es

el mas nocivo en tomates y el mas extendido a nivel global (Jones et al., 2013).

Existen diversas herramientas para el control de NFs, como el uso de métodos

fisicos dénde se encuentran la solarizacién, inundacién y biofumigacién (Brown et



al., 1997; Armendariz et al., 2015). Otra forma de control de NFs son las practicas
culturales, dentro de éstas esta la rotacion de cultivos con plantas no hospederas
para la plaga objetivo, una de las técnicas mas antigua para el control de plagas

(Kratochvil et al., 2004).

Por otro lado, uno de los métodos mas usados es el quimico, como por ejemplo el
uso de nematicidas quimicos (organoclorados, organofosforados,
organobromados, carbamatos, entre otros) (Kim et al., 2017). Internacionalmente,
ha aumentado la restriccién de su aplicacion en la agricultura, debido a que su uso
excesivo conlleva al dafio en la salud de los aplicadores del producto, contaminacion
de los alimentos expuestos al pesticida, del medio ambiente por su acumulacion en

suelo y la diseminacion al resto del ecosistema (Kim et al., 2017).

Se estima que anualmente ocurren 385 millones de casos de intoxicaciones agudas
asociadas a pesticidas, con 11.000 casos fatales, a nivel mundial (Boedeker et al.,
2020). Sumado a lo anterior, su uso cronico e indiscriminado ha tenido como
consecuencia el desarrollo de resistencia por parte de las plagas, disminuyendo su
efectividad, por esto el uso de pesticidas es solo una solucién a corto plazo
(Mahmood et al., 2016). Esto ha provocado que plaguicidas usados masivamente
para el control de nematodos, como el bromuro de metilo, hayan sido prohibidos
internacionalmente (Bulathsinghala & Shaw, 2014). Dado lo anterior, actualmente
existe un interés y tendencia al desarrollo de alternativas sustentables para el

control de NFs.

El control biolégico es un método que se basa en el uso de depredadores

naturales de la plaga objetivo, ya sean insectos, bacterias, hongos o incluso virus.



El organismo suprime al patégeno objetivo, reduciendo su densidad poblacional y/o
el dafio generado por la plaga en el cultivo. Esto puede ocurrir de forma natural o
por intervencion del humano (introduccién de agente externo, modificacion del
ambiente, etc.) (Hajek et al., 2018; Poveda et al., 2020). Respecto al control
biolégico de nematodos, los hongos nematdfagos (HNs) son los méas diversos y
usan un serie de mecanismos de ataque que, a diferencia de los virus o bacteria,
no necesitan estrictamente ser ingeridos para infectar y matar al nematodo (Jyoti &
Singh, 2017; Peiris et al., 2020). Por tales motivos, actualmente existe un interés y
tendencia al desarrollo de alternativas sustentable para el control de NFs (Schouten,

2016).

7.3 Hongos nematofagos

Los HNs son depredadores naturales de los nematodos. Se han reportado mas de
700 especies fungicas nematéfagas, pertenecientes a diversos tipos de divisiones
taxonomicas (Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota y Zygomycota) (Li et
al., 2015). Estos hongos pueden agruparse segun su mecanismo de accion por el
cual depredan a los nematodos. Dentro de los principales grupos se encuentran los
depredadores/atrapadores de nematodos, endoparasitos, parasitos de huevos y los

productores de toxinas (Nordbring-Hertz et al., 2006; Soares et al., 2018).

7.4 Hongos endofitos

Se ha comprobado que los HNs pueden actuar como hongos endofitos (HES)
(Larriba et al.,, 2015; Schouten et al.,, 2016). Los enddfitos se encuentran
naturalmente en casi todos los habitats y se comportan como mutualistas

facultativos o de protocooperacion al colonizar el interior de la planta (Rodriguez et



al., 2009). Los HEs pueden cumplir diferentes roles en la planta, como estimular su
crecimiento, otorgar tolerancia al estrés e incluso la produccion de distintos
metabolitos secundarios que le entregan defensas contra diferentes depredadores

(Rodriguez et al., 2009; Barra-Bucarei et al., 2020).

7.5 Géneros de hongos endéfitos nematdfagos

Existen mas de 20 géneros de hongos endéfitos nematéfagos, entre los cuales

destacan: Metapochonia, Paecilomyces, Trichoderma, Metarhizium y Beauveria.

Metapochonia

Metapochonia es un género ubicuo descrito recientemente para clasificar especies
del género Pochonia que forman clados separados de la especie unica Pochonia
chlamydiospora (Kepler et al.,, 2013). Metapochonia pertenece a la familia
Clavicipitaceae (Kepler et al., 2013), se encuentra dentro del grupo de parasitos de
huevos, aunque también puede parasitar estadios moviles, mostrando ser un
agente de biocontrol efectivo contra especies de Meloidogyne, como por ejemplo
M. javanica (Dallemole-Giaretta et al., 2012). Especies como M. suchlasporia y
M. rubescens pueden también parasitar a los nematodos del quiste Heterodera spp.

y Globodera spp. (Dackman et al., 1985; Lopez-Llorca & Robertson, 1992).

Este HN tiene capacidad endofitica, pudiendo colonizar la corteza y tejido vascular
de plantas (Escudero et al., 2012), causando distintos beneficios como aumentar el
namero y peso de las raices, ademas de reducir el tiempo de floracién en plantas

de tomate (Zavala-Gonzales et al., 2015; Larriba et al., 2015).



Paecilomyces

Es un género cosmopolita de la familia Clavicipitaceae (Senthilkumar et al., 2020).
Las especies de este género pertenecen al grupo de los hongos parasitos de huevos
y hembras de nematodos. Por lo general, coloniza y se nutre desde las estructuras
reproductivas de Meloidogyne spp., Pratylenchus spp. y Heterodera spp. en las
etapas sedentarias del ciclo de vida. A pesar de esto, es capaz de infectar
nematodos en sus etapas moviles (Senthilkumar et al., 2020). Tiene la capacidad
de colonizar y estimular el crecimiento en tomate (Yu et al., 2015). También hay
reportes de que especies como P. variotii promueve el crecimiento y germinacion
en semillas de tomate y aji (Capsicum spp.) mediante la produccion de sideréforos

y acido indol acético (Moreno et al., 2020).

Trichoderma

Este género esta presente en la mayoria de los habitats y pertenece a la familia
Hypocreaceae (Kwak, 2021). Es un hongo conocido y utilizado por su capacidad de
micoparasitismo contra distintos hongos fitopatégenos (Qualhato et al., 2013). No
obstante, Trichoderma también ha sido descrito como un hongo nematofago,
actuando como parasito de huevos y productor de toxinas, controlando diferentes
estadios del nematodo Meloidogyne (Medeiros et al., 2017). Varias especies del
género Trichoderma han sido reportadas como biocontroladoras de dicho nematodo
(Al-Hazmi et al.,, 2016; Medeiros et al.,, 2017). Hay antecedentes de que
Trichoderma es un HE capaz de promover el crecimiento de tallo y raices en tomate

(Tucci et al., 2011; Medeiros et al., 2017).



Metarhizium y Beauveria

Por otro parte Metarhizium y Beauveria son los géneros mas utilizados para el
biocontrol de insectos y se encuentran distintas zonas geograficas (Vega et al.,
2008; Jaronski et al., 2010). Estos hongos también han mostrado ser efectivos
contra nematodos, comparandose a la accion nematicida de Paecilomyces spp.

(Youseff et al., 2020).

Metarhizium es un hongo perteneciente a la familia Clavicipitaceae, al igual que
Metapochonia y Paecilomyces (Sung et al., 200; Kepler et al., 2013). Este hongo
tiene la habilidad de controlar nematodos tanto juveniles como en huevos y producir
toxinas, atacando géneros como Heterodera, Meloidogyne y Rotelynchulus
(Ghayedi et al., 2013; Sorribas et al., 2018; Youseff et al., 2020). Este ha mostrado
ser un HE y promover el crecimiento de tallo y raices en plantas de tomate (Krell et

al., 2018).

Beauveria es un hongo de la familia Cordycipitaceae (Rehner et al., 2011). Se ha
observado que puede actuar como parasito de huevos y juveniles, ademas de
producir toxinas, controlando poblaciones de especies de nematodos agalladores
como M. hapla, reduciendo la formacion de agallas y masas de huevo en tomate
(Liu et al., 2008). Beauveria es un HE que puede colonizar diversas especies de
vegetales como el tomate, poroto (Phaseolus vulgaris), algodon (Gossypium
hirsutum), maiz (Zea mays), calabaza (Cucurbita maxima) y trigo (Triticum
aestivum), entre otros (Gurulingappa et al., 2010). Asi mismo, en Chile se han
aislado cepas nativas del género con capacidad de colonizacion endéfita en tomate

y aji (Barra-Bucarei et al., 2019; Barra-Bucarei et al., 2020).



7.6 Quitosano como estimulante del parasitismo de hongos nemat6fagos

sobre nematodos fitopatégenos

A pesar de todos los beneficios que los HNs otorgan a la planta hospedera frente a
estos NFs, se ha reportado que la presencia de estos hongos puede decrecer con
el tiempo y comprometer su accién de parasitismo sobre NFs, requiriéndose
multiples aplicaciones de HNs en cultivos (Macia-Vicente et al., 2009; Escudero &
Lopez-Llorca, 2012; Escudero et al., 2017; Yang et al., 2012; Sorribas et al., 2003).
Por otro lado, la eficacia de HNs para reducir el nimero de NFs (Ej. Meloidogyne) y
el dafio en cultivos, tiende a ser menor al compararse con el uso de pesticidas y

enmiendas organicas (Peiris et al., 2020).

En la busqueda de aumentar el parasitismo HNs sobre NFs, se ha demostrado que
compuestos como el quitosano tienen la capacidad de inducir e incrementar dicha
accion en HNs (Palma-Guerrero et al., 2008; Escudero et al., 2016; Ahmed &
Omara, 2018). El quitosano es un biopolimero constituido por monomeros de
B-1,4-glucosamina. Es seguro y de baja toxicidad en humanos (Kean & Thanou,
2010), se deriva de la desacetilacion de la quitina, es el segundo polimero mas
abundante encontrado en la naturaleza después de la celulosa. Se extrae
mayoritariamente de desechos pesqueros (Ej. caparazon de crustaceos),
obteniéndose mediante desmineralizacidon, desproteinizacion y desacetilacion de

éstos (Tokatli & Demirdbven, 2018).

El quitosano ha demostrado que puede potenciar el crecimiento y floracion en
tomates, actuar como estimulante del sistema inmune y reducir el dafio causado por

nematodos (El Hadrami et al., 2010; Asif et al., 2017). Si bien el quitosano posee



actividad antimicrobiana, se han reportado que algunos HNs y entomopatdégenos
son capaces de crecer en presencia de quitosano (Palma-Guerrero et al., 2008).
Este biopolimero puede incrementar la accion parasitaria de hongos de este tipo,
como P. chlamydosporia 'y T. harzianum frente a huevos de nematodos agalladores
mediante la induccion de la acumulacion de proteasas en el apresorio del hongo
utilizadas en el proceso de parasitismo (Palma-Guerrero et al., 2008; Escudero et
al., 2016; Ahmed & Omara, 2018). Inclusive, se ha reportado que al combinar la
aplicacion de quitosano junto con HNs como P. chlamydosporia, se genera un
aumento en la colonizacion enddfita en tomate y reduce el dafio generado por
Meloidogyne en la planta (Escudero et al., 2017). La accion del quitosano en

conjunto con HNs se resume a continuacion en el esquema de la Figura 1.

Parasitismo de

\( HNs sobre NFs
) /, 5 z'
Quitosano \\ NF
t Colonizacion
Endofitica
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r& - del S.I
= \
e -
-

Hongo
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Figura 1. Accién del quitosano en conjunto con HNs. Este esquema resume el efecto que el
quitosano ejerce en el parasitismo de NFs, potenciando la actividad nematofaga del hongo, y el
efecto que ejerce sobre la planta, actuando como estimulante del sistema inmune y estimulando la
colonizacion endofitica del HN.



Lo anterior, deja en evidencia la versatilidad de este biopolimero y que este podria
favorecer e incluso mejorar la efectividad del biocontrol ejercido por ciertos HNs. Si
bien se ha comprobado la accién que ejerce el quitosano en el parasitismo de
algunas especies flangicas, existen muchos géneros y especies en las que ain no
ha sido probado. Dado lo anterior, esta investigacion busca la identificacion a nivel
de especie de cinco cepas de hongos nativos de los géneros Beauveria,
Metarhizium, Paecilomyces, Metapochonia y Trichoderma aisladas como
nematofagas, y la evaluacion del efecto del quitosano sobre el crecimiento y la
actividad parasitaria de las cepas en el nematodo Steirneinema australe como
organismo modelo. Este nematodo se utiliz6 previamente como cebo para el
aislamiento de dichas cepas. El Banco de Recursos Genéticos (BRGM) de
INIA-Quilamapu, Chile, cuenta con una cria de esta especie, la que se emplea para

este fin.

8. HIPOTESIS

1. Cepas nativas de hongos pertenecientes a los géneros Beauveria, Metarhizium,
Paecilomyces, Metapochonia y Trichoderma tienen capacidad para colonizar de
forma endofitica a tomate y potencial para parasitar al nematodo cebo Sterneinema
australe.

2. La combinacion de quitosano con cepas nematofagas de los géneros Beauveria,
Metarhizium, Paecilomyces, Metapochonia y Trichoderma, potencian la a actividad

parasitica de estas cepas sobre el nematodo cebo Sterneinema australe.
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9. OBJETIVOS

9.1 Objetivo general

Determinar cepas de hongos de los géneros Beauveria, Metarhizium,
Paecilomyces, Metapochonia y Trichoderma corresponden a especies descritas
como nematéfagas, su colonizacion endofitica en tomate y el efecto del quitosano

sobre su parasitismo frente al nematodo cebo Sterneinema australe.

9.2 Objetivos especificos

1) Identificar a nivel de especie cinco cepas de hongos nematoéfagos nativos
mediante técnicas moleculares.

2) Determinar la capacidad de colonizacién enddfita de las cepas nativas de
hongos nemato6fagos en Solanum lycopersicum.

3) Evaluar la habilidad de hongos nematofagos nativos de crecer en presencia de
guitosano.

4) Determinar si el quitosano puede inducir el parasitismo de las cepas nativas de

hongos nemato6fagos frente al nematodo cebo Steinernema australe.
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10. MATERIALES Y METODOLOGIAS

10.1 Materiales y reactivos

A continuacion, se sefialan los proveedores y los insumos adquiridos a partir de

cada uno de ellos para el desarrollo de esta Memoria.
De abm (USA) se obtuvo: Tincién de ADN SafeView™.
De Adama (Chile) se obtuvo: Quitosano marca BioMovens®.

De Dilaco (Chile) se obtuvo: Placas de Petri de 90 mm x 15 mmy 60 mm x 15 mm,

discos de papel filtro estériles 6 mm.
De Ergo (Chile) Se obtuvo: Semillas de Tomate Cal Ace

De Merk (USA) se obtuvo: Medio de cultivo ADP, medio de cultivo agar noble,

cloranfenicol, TAE 50x, Tween 20.

De Nippon Genetics (USA) se obtuvo: Estandar de peso molecular de 1 kb

FastGene.

De Promega (USA) se obtuvo: Sistema comercial de extraccion Wizard genomic

DNA purification kit y Green Master Mix.

De Sigma Chemical Co. (MO, USA) se obtuvo: cloranfenicol.

10.2 Microorganismos

Los microorganismos utilizados en esta investigacion pertenecen a la Coleccion
Chilena de Recursos Genéticos Micorbianos (CChRGM). Las cepas de hongos

nematéfagas se mantienen criopeservados a -196°C en el BRGM y los nematodos
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fueron facilitados por el laboratorio de nematologia de INIA-Quilamapu, mantenidos

a 10°C (Tabla 1).

Tabla 1. Microorganismos utilizados en esta Memoria de Titulo.

Género Tipo Aislamiento Cepa Lugar de colecta
Icalma, Region de La
Beaveria Hongo RGM 644 BRGM Araucania, Chile
Vallenar, Region de
Metharizium Hongo RGM 447 BRGM Atacama, Chile
Parral, Region del
Paecilomyces Hongo MAU 179 BRGM Maule, Chile
Loncoche, Regidn de La
Metapochonia Hongo RGM 1600 BRGM Araucania, Chile
Robinson Crusoe,
_ Region de Valparaiso,
Trichoderma Hongo JFD1_61-2 BRGM Chile
. Lab. :
Steinernema Nematodo 820 . Isla Magdalena, Chile
Nematologia

10.3 Identificacion molecular de cepas fungicas a nivel de especie

La identificacion a nivel de especie de cada cepa se llevd a cabo mediante un

analisis de secuencia multi-locus (MLSA). Dentro de las regiones amplificadas para

el MLSA se encuentran: la region intergénica nuclear del locus B (Bloc), region

intergénica del espaciador transcrito interno (ITS), el gen de la subunidad mas

grande (rpbl) de la ARN polimerasa Il y el gen del factor de elongacion de la

traduccion 1-a (tefl), el gen de B-tubulina (tub2), el espaciador intergénico de

proteina hipotética DUF895, el gen de la subunidad grande (nrLSU) y el de la

subunidad pequefa (nrSSU) del ARN ribosomal nuclear (Tabla 2).
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Tabla 2.

Partidores utilizados para cada regién génica e intergénica en andlisis multi-locus.

Género Regiones Partidores Secuencia 5'3' F Secuencia 5'3'R Referencias
White et al.,
ITs — CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA | TCCTCCGCTTATTAGATATGC L5650
B5.1F/B3.1R CGACCCGGCCAACTACTTTGA GTCTTCCAGTACCACTACGCC Reh;%:)? al.
Bloc Rehner et al
Beauveria BS5.4F/B3.3R CATTCGMGGCYTGTTCTTTGG TTCCAGTACCACTACGCCGGC ooe
rpb1 GARTGYCCDGGDCAYTTYGG | ATGACCCATCATRGAYTCCTTRTG | hehneret
P RPB1-Af/VH6R al., 2011
tef1 GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT | ATGACACCRACRGCRACRGTYTG | Nehnerand
tef983F/tef2218R Buckley 2005
TS CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA |  TCCTCCGCTTATTAGATATGC | Whiteetdl,
ITS1/ITS4 1990
Kepler et al.,
MIGS3/3F/3R TGGTRTAACCRGCGAGACA CGGGGGAGCCGACTTGGATTT vo1a
DUF895 GTGGCTCCTGACCATGGTTGC | CGGGGGAGCCGACTTGGATTT | Kepleretal,
MzIGS32F/3R 2013
Kepler et al.,
N MziGs3_1r/ar | COTEGCTCCTGACCATGGTTGC GCGGGGGAGCCGACTTGGA 2013
Metarhizium Hubka et al
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC | ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC v
b2 bt2a/bt2b 012
Nosratabadi
T1/bt2b AACATGCGTGAGATTGTAAGT | ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC | /™ o
GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT | ATGACACCRACRGCRACRGTYTG | Nehner and
ef1 tef983F/tef2218R Buckley 2005
O’Donnell et
EFLT/EF2T ATGGGTAAGGARGACAAGAC GGAAGTACCAGTGATCATGTT ol 1998
ITs CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA |  TCCTCCGCTTATTAGATATGC | Whiteetal,
ITS1/ITS4 1990
. Renher et al.,
Paecilomyces | nrLSU LROR/LRS ACCCGCTGAACTTAAGC TCCTGAGGGAAACTTCG 1994 y 1995
nrssu TCTCAAAGATTAAGCCATGC TCACCAACGGAGACCTTG Wang etal,
nrSSU-CoF/R 2015
White et al.,
s — CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA |  TCCTCCGCTTATTAGATATGC 1590
] Renher et al.,
Pochonia . LROR/LRS ACCCGCTGAACTTAAGC TCCTGAGGGAAACTTCG 1994 y 1995
Carbone and
tef1 EF728F /EF2 ATGGGTAAGGARGACAAGAC GGAAGTACCAGTGATCATGTT | 0 o 0
] Carbone and
Trichoderma tefl EF728F/EF2 CATCGAGAAGTTCGAGAAGG AACTTGCAGGCAATGTGG Khon, 1999

Extraccion de ADN gendmico y cuantificacion

Se usaron cultivos de cada una de las cepas de hongos a partir de punta de hifa,

crecidos en medio PDA durante 7 a 14 dias a 25°C, seguidos de subcultivos en

caldo dextrosa de papa en agitacion constante (100-120 rpm) durante 5 a 6 dias a

25°C. El analisis molecular de las muestras se llevo a cabo en el Laboratorio de
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Biologia Molecular del BRGM, utilizando de 30 a 60 mg de micelio obtenido a partir
de cultivos en medio liquido, el cual fue secado en papel absorvente y almacenado
en un tubo de Eppendorf de 2 mL a -80°C. La extraccion de ADN genoémico se
realizO mediante el sistema comercial de extraccion Wizard genomic DNA
purification kit (Promega). Empleando el protocolo descrito para hongos como lo
describe el fabricante. Una vez obtenido el ADN, se cuantific6 su concentracion y
pureza en un espetofotometro de microplacas Epoch (Biotek). La concentracion se
determiné a través de los valores de absorbancia (A) obtenidos a una longitud de
onda de 260 nm de acuerdo con la ley de Lambert-Beer: A=& - b - C. Donde A es
la absorbancia de la disolucion a una longitud de onda dada, € es el coeficiente de
extincion molar y C es la concentracion de la disolucion. La pureza se obtuvo
mediante las relaciones de absorbancias Azeonm/A2sonm Y Az6onm/A23onm (Olson and
Morrow, 2012). Completada la cuantificacion los tubos se almacenaron a -80°C

hasta su uso.

Amplificacién por PCRy secuenciaciéon

Las reacciones de amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaron en
un volumen total de 26 pL, incluyendo 10,2 pL de H20, 0,8 yL de cada partidor a
una concentracion de 1 uM, 13 pL del reactivo Gotag G2 Green Master Mix
(Promega) v 2 uL de ADN de cada cepa flangica, procurando cargar
aproximadamente 100 ng/uL por muestra. Los programas de cada reaccion de PCR
usados en este trabajo se encuentran en Tabla 3. Completadas las reacciones de
PCR, se realiz6é una electroforesis a 80v por 60 minutos en geles de agarosa al 1%

en TAE con el objetivo de corroborar la amplificacion de cada muestra.
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Posteriormente, se corrobor6 cada amplicon en un transiluminador y se

almacenaron los amplicones a -20°C.

Tabla 3. Programas de amplificacién por PCR usados para cada pareja de partidores..

Programas de amplificacion por PCR
Partidores Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos
95 3 min 1
95 30 sec
ITS5/ITS4 55 30 sec 30
72 1 min
72 5 min 1
94 2 min 1
94 30 sec
B5.1F/B3.1R 56 30 sec 40
72 1 min
72 15 min 1
RPB1-Af/RPB1A VH6R 94 4 min 1
RPB1-Af/RPB1-Cr 94 1 min
56 Imin 34
72 1,5 min
72 10 min 1
15 18 hrs 1
tef983F/tef2218R 94 2 min 10
EF728F/EF2 66 1 min
94 30 sec 36
56 30 sec
72 1 min 1
72 10 min 1
94 2 min 1
94 1 min
LROR/LR5 54 1 min 35
72 2 min
72 15 min 1
95 4 min 1
95 1 min
nrSSU-CoF/nrSSU-CoR 54 1 min 30
72 2 min
72 8 min 1
MzIGS3_1F/MzIGS3_4R 95 2 min 1
MzIGS3_2F/MzIGS3_3R 95 30 sec
MzLGS3 3F/MzIGS3 3R 57 30 sec 40
72 1 min
72 15 min 1
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Se secuenciaron ambas hebras de cada amplicon por la empresa Macrogen (Inc.,
Seoul, Corea del Sur) mediante el método de Sanger. Las secuencias obtenidas
fueron analizadas con el software Sequencher 5.4.6 (GenesCodes Corporation, Ml,

USA) para su edicion y ensamblaje.

Analisis filogenético

Para la identificacion taxondmica de las cepas a nivel de especie, se realizaron
alineamientos multiples de secuencias de las regiones Bloc, DUF985, tub2, ITS,
nrLSU, nrSSU, rpbl y tefl frente a las secuencias obtenidas en la literatura (Inglis
et al., 2006; Khonsanit et al., 2020; Kondo et al., 2020; Gao et al., 2021) y base de
datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Para el
alineamiento de las secuencias se empled la herramienta Multiple Alignement Using
Fast Fourier Transform (MAFFT) (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (Katoh et
al., 2002). Luego se evaluaron y depuraron los alineamientos con la herramienta
trimAl v1.2 (http://phylemon2.bioinfo.cipf.es/utilities.html) utilizando el método
Automatedl (Capella-Gutierrez et al.,, 2009). Como etapa siguiente, se
concatenaron los alineamientos depurados con el software BioEdit para la obtencion
de un alineamiento consenso. Para la construccion de los arboles filogenéticos, los
alineamientos de cada cepa fueron analizados con el método de maxima
verosimilitud con la herramienta 1Q-Tree (http://igtree.cibiv.univie.ac.at) (Nguyen et
al., 2015), utilizando un modelo de sustitucion Auto, el método de bootstrap
ultrarapido (UFboot) para un total de 1.000 iteraciones. Junto con el método

bayesiano mediante CIPRES (https://www.phylo.org/index.php), empleando la
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herramienta MrBayes (Miller et al., 2010). Los arboles obtenidos fueron visualizados

y editados con el software FigTree e Inkscape v1.1, respectivamente.

10.4 Ensayo de colonizacion endofitica y reaislamiento de hongos enddéfitos

en tomate

Se desinfectaron semillas de tomate variedad Cal Ace (marca Ergo). por sumersion
en una solucién de etanol al 95 % durante 1 min, luego en hipoclorito de sodio al
1,5% durante 3 min y posteriormente en etanol al 95% por 1 min. Las semillas se
lavaron tres veces con agua destilada estéril y se dejaron secar sobre papel
absorbente estéril por una hora. A continuacion, se prepararon tubos de ensayo con
40 mL de medio de cultivo agar dextrosa de papa (ADP) con cloranfenicol (Cm)
(0,025 g/L). Se prepararon suspensiones de conidias de cada cepa hasta alcanzar
una concentraciéon de 1x107 conidias/mL. Para lo anterior, se extrajeron conidias
desde cultivos axénicos de las cepas utilizando asas de inoculacién, las que se
depositaron en tubos con 5 mL de Tween 20 0,01% v/v en agua destilada y se
homogenizaron. A continuacion, se determind la concentracion de conidias de cada
tubo mediante conteo en camara de Neubauer usando 100 pL de solucién. Cada
muestra se observd en un microscopio 6ptico usando el objetivo 40x. Los medios
en los tubos fueron inoculados con un volumen de 150 pL de suspension de
conidias, se utilizo cuatro tubos por cepa, incluyendo el control. Una vez inoculados,
se incubaron en una camara de crecimiento durante 7 dias a 25°C, posteriormente
se llenaron con sustrato estéril y se sembraron dos semillas desinfectadas por cada

tubo, agregando 4 mL de agua estéril. Los tubos se incubaron por 30 dias con un
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fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad humedad relativa (HR) de

80% a 25°C. Se realizaron riegos con 3 mL de agua destilada estéril cada 3 dias.

Al cumplirse el periodo de crecimiento de las plantas, se realizd la extraccion y
desinfeccion de éstas. Se sumergieron las estructuras (tallo, hojas y raiz) en placas
estériles con etanol 70% por 15 s, luego en hipoclorito de sodio 1,5% durante 3 min
y nuevamente en etanol 70% por 15 s, para luego enjuagar tres veces en agua
destilada estéril (1 min cada uno). Finalizada la desinfeccion, se realizaron cortes
de cada estructura con bisturi estéril, en el caso de las raices y los tallos en trozos
de 5 a 10 mm de largo y en el caso de las hojas en trozos de 5 mm de largo. Los
trozos se distribuyeron en placas de Petri con medio de cultivo Agar Noble
suplementado con cloranfenicol (0,025 g/L). Considerando diez trozos de cada
estructura de la planta por placa, el material se incub6é durante 45 dias con un
fotoperiodo de 12:12 hrs, HR de 80% a 25°C. Finalmente, se revisaron las placas
cada 10 o 15 dias usando una lupa estereoscopica para observar estructuras del
HE creciendo desde el interior de cada tejido vegetal. Obteniendo como variable de
salida el porcentaje de colonizacion endofitica de cada estructura (hoja, tallo y raiz),
considerando 10 estructuras colonizadas por placa de Petri como el maximo

porcentaje de colonizacion (100%) (Barra-Bucarei et al., 2020).

10.5 Ensayo de crecimiento fungico en presencia de quitosano

Se prepararon placas de Petri de 90 mm de didmetro con ADP suplementado con
cloranfenicol (0,025 g/L). Luego, se prepararon tres concentraciones de quitosano
BioMovens® (Adama): 7,5 x 102 ppm, 1,5 x 103 ppm y 2,25 x 10° ppm, en agua

destilada estéril. Posteriormente, se suplement6 las placas con 100 uL de las
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distintas concentraciones de quitosano mediante esparcimiento superficial. Se
hicieron suspensiones de conidias de cada cepa fangica usando el procedimiento
descrito en el punto 10.3, hasta alcanzar una concentracion de 1x10° conidias/mL.
Se evaluaron cinco cepas con cinco repeticiones y un control con agua destilada
estéril. Se depositaron discos de papel filtro estéril en el centro de cada placa de
Petri que contenian 10 pL de suspensién de conidias (1x10° conidias/mL) segun la
cepa correspondiente. Para cada cepa se realizaron cuatro tratamientos, que se

muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Tratamientos utilizados en ensayo de crecimiento fungico en presencia de quitosano.

Tratamientos Observaciones

TO: Control Control negativo, Cepa fungica en ADP (0 ppm de
quitosano)

T1: QUI-7,5 x 10 ppm Cepa fingica en ADP suplementado con 7,5 x 10?2 ppm de
quitosano

T2: QUI-1,5 x 10° ppm Cepa fingica en ADP suplementado con 1,5 x 10° ppm de
quitosano

T3: QUI-2,25 x 10° ppm Cepa flingica en ADP suplementado con 2,25 x 102 ppm de
quitosano

Las placas fueron mantenidas en una camara de incubacién a 25°C en oscuridad,
se registré el radio de colonias los dias 5, 7, 10, 13 y 15 post inoculacion, excepto
en el caso de la cepa de Trichoderma sp. JFD1_61-2, para la cual se midié los dias
1, 2, 3,4y 5 debido a su rapido crecimiento en ADP. La variable de salida obtenida
de cada experimento fue el crecimiento miceliar determinado por el radio de la

colonia (mm), el que fue medido con un pie de metro digital (cuatro repeticiones) los
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cuales fueron promediados y analizados estadisticamente (adaptado de Laflamme

et al., 1999).

10.6 Evaluacion de parasitismo fangico in vitro sobre Steinernema australe en

presencia de quitosano

Se prepararon placas de Petri de 60 mm de didmetro con agar noble suplementado
con cloranfenicol (0,025 g¢/L). Luego, se prepararon soluciones de 2
concentraciones distintas de quitosano (7,5 x 10? ppm, 1,5 x 10® ppm y
2,25 x 102 ppm), de la misma forma que en el punto 10.4. Posteriormente, se
procedio al esparcimento superficial de placas con 25 pL de las distintas
concentraciones de quitosano. Se hicieron suspensiones de conidias de
1x108 conidias/mL de cada cepa. Para ello, se extrajeron conidias de la misma
manera que en el punto 10.3. Se evaluaron las cinco cepas con cinco repeticiones
y un control con agua destilada estéril. Como cebo, se utilizaron nematodos
S. australe cepa 820 en estadio Juvenil 2 (J2) facilitados por el Laboratorio de
Nematologia de INIA Quilamapu, incubados en larvas de Galleria melonella. Para
el ensayo de parasitismo in vitro se us6 una adaptacion de la metodologia descrita
por DiLegge et al. (2019). Los nematodos se desinfectaron por sumersion en un
vidrio reloj con hipoclorito de sodio (0,1%) por 15 s y tres lavados con agua no
clorada estéril por un min cada uno. Posteriormente, se realizé conteo de la cantidad
de nematodos en camara de recuento Mcmaster, para luego depositar 25 pL
(30 nematodos promedio) sobre cada placa previamente suplementadas con
guitosano y/o conidias (dependiendo del tratamiento) por esparcimiento superficial,

incluyendo un control de desinfeccion de nematodos (nematodos en agar noble).
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Luego, las placas fueron incubadas a 25°C en oscuridad durante 15 dias en una
camara de crecimiento. Se realizaron cinco repeticiones por tratamiento. Los

tratamientos se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Tratamientos utilizados en ensayo de parasitismo fingico in vitro sobren S. australe
en presencia de quitosano.

Tratamiento Observaciones

TO: Nematodos + Cepa fungica Control negativo, 0 ppm de quitosano

T2: Nematodos + Cepa fungica + Quitosano 7,5 x 102 Agar Noble suplementado con 7,5 x
ppm 10? ppm de Quitosano

T3: Nematodos + Cepa flngica + Quitosano 1,5 x 10° Agar Noble suplementado con 1,5 x
ppm 102 ppm de Quitosano

T4: Nematodos + Cepa flngica + Quitosano 2,25 x 10°  Agar Noble suplementado con 2,25 x
ppm 102 ppm de Quitosano

Finalmente, se reviso cada placa los dias 7 y 15 post inoculacion. Contabilizando el
namero de nematodos parasitados de cada placa como variable de salida a analizar
estadisticamente. Un nematodo parasitado se defini6 como aquel que presenta

crecimiento y desarrollo de estructuras del hongo (hifas, conidiéforos, etc.).
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11. RESULTADOS

11.1 Identificacién molecular de cepas fungicas a nivel de especie

Los resultados obtenidos por andlisis de secuencia multi-locus para las cepas de
Beauveria sp., Metarhizium sp., Paecilomyces sp., Metapochonia sp. y Trichoderma
sp. se muestran en las Figuras 2, 3, 4, y 5y la Figura 6, respectivamente. En el
arbol filogenético de Beauveria sp. se observa que la cepa RGM 644 se ubica dentro
del clado de cepas de referencia que pertenecen a la especie Beauveria
peruviensis, con valores de soporte de bootstrap de 100% y 0,94 de probabilidad
(Figura 2). En el arbol filogenético de Metarhizium sp., la cepa RGM 447 se
encuentra en el clado de las cepas de referencia de la especie Metarhizium
brunneum, con un soporte de bootstrap de 99% y 0,97 de probabilidad (Figura 3).
El arbol resultante para Paecilomyces sp. muestra que la cepa MAU 179 se sitla en
el clado perteneciente a la especie Paecilomyces carneus con un soporte de
bootstrap de 100% y un 0,97 de probabilidad (Figura 4). En el arbol de
Metapochonia sp. se observa que el clado donde se ubica la cepa RGM 1600
incluye a las cepas de referencia de la especie Metapochonia rubescens con un
80% de bootstrap y un valor de probabilidad de 1 (Figura 5). El arbol resultante para
Trichoderma sp. muestra que la cepa JFD1 61-2 esta situada en el clado
perteneciente a la especie Trichoderma neocrassum con un soporte de bootstrap
del 95% y un valor 1 de probabilidad (Figura 6). Cabe mencionar que el arbol
filogenético de esta cepa se construyd Unicamente con la regién tefl, por lo que no
hay plena certeza da la especie, pero requiere el andlisis de mas regiones

marcadoras para afirmarlo con certeza.
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Figura 2. Arbol filogenético de Beauveria. Obtenido por analisis de secuencia multi-locus de las
regiones intergénicas Bloc e ITS, y las regiones codificantes rpbl y tefl que muestra las relaciones
taxondémicas de la cepa RGM 644 con Beauveria. Los datos ubicados en los nodos de las ramas
representan el valor de soporte de bootstrap por el método UFBoot y el método bayesiano,
respectivamente. Las especies Lecanicillium acerosum (CBS 418.81) y Simplicillium yunnanense
(YFC C7134) fueron usadas como raiz del arbol. Los valores de bootstrap > 70 en UFBoot y > 0,03
en método bayesiano fueron omitidos.
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Figura 3. Arbol filogenético de Metarhizium. Obtenido por andlisis de secuencia multi-locus de las
regiones intergénicas DUF895 e ITS, y las regiones codificantes tub2 y tefl que muestra las
relaciones taxondmicas de la cepa RGM 447 con Metarhizium. Los datos ubicados en los nodos de
las ramas representan el valor de soporte de bootstrap por el método UFBoot y el método bayesiano,
respectivamente. La especie Lecanicillium acerosum (CBS 418.81) fue usada como raiz del arbol.
Los valores de bootstrap > 70 en UFBoot y > 0,03 en método bayesiano fueron omitidos.
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Figura 4. Arbol filogenético de Paecilomyces. Obtenido por analisis de secuencia multi-locus de
la regién intergénica ITS y las regiones codificantes nrLSU y nrSSU que muestra las relaciones
taxondmicas de la cepa MAU 179 con Paecilomyces. Los datos ubicados en los nodos de las ramas
representan el valor de soporte de bootstrap por el método UFBoot y el método bayesiano,
respectivamente. La especie Lecanicillium acerosum (CBS 418.81) fue usada como raiz del arbol.
Los valores de bootstrap > 70 en UFBoot y > 0,03 en método bayesiano fueron omitidos.
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Figura 5. Arbol filogenéico de Metapochonia. Obtenido por andlisis de secuencia multi-locus de
la regién intergénica ITS y las regiones codificantes nrLSU y tefl que muestra las relaciones
taxondémicas de la cepa RGM 1600 con Pochonia. y Metapochonia spp. Los datos ubicados en los
nodos de las ramas representan el valor de soporte de bootstrap por el método UFBoot y el método
bayesiano, respectivamente. Las especies Lecanicillium acerosum (CBS 418.81) y Simplicillium
yunnanense (YFC C7134) fueron usadas como raiz del arbol. Los valores de bootstrap > 70 en
UFBoot y > 0,03 en método bayesiano fueron omitidos.
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Figura 6. Arbol filogenético de Trichoderma. Obtenido por andlisis de la region codificante tefl
gue muestra las relaciones taxondmicas de la cepa JFD1_61-2 con Trichoderma. Los datos ubicados
en los nodos de las ramas representan el valor de soporte de bootstrap por el método UFBoot y el
método bayesiano, respectivamente. La especie Nectria berolinensis (CBS 127382) fue usada como
raiz del arbol. Los valores de bootstrap > 70 en UFBoot y > 0,03 en método bayesiano fueron

omitidos.
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11.2 Colonizacion endofitica de cepas nematéfagas en tomate

La cepa Trichoderma JFD1_61-2 resultdé ser endofitica de tomate Unicamente en
raiz (20% de colonizacion), lo que constituye un patron de colonizacion localizado
(Figura 7). Ni la cepa M. brunneum RGM 447 ni la cepa B. peruviensis RGM 644
presentaron colonizacion endofitica en ninguna de las estructuras de la planta de
tomate. Por su parte, la cepa M. rubescens RGM 1600 resulté ser endofitica,
colonizando todas las estructuras de la planta con un patron de colonizacién
sistémico. M. rubescens RGM 1600 presentd un mayor porcentaje de colonizacién
en el tallo (72,5%) en comparacion al obtenido en raiz (25,0%) y hojas (62,5%). La
cepa P. carneus MAU 179 presentd colonizacion endofitica en cada una de las
estructuras de la planta (colonizacion sistémica), mostrando un mayor porcentaje
de colonizacion en el tallo (62,5%) en comparacion al obtenido en raiz (17,5%) y
hojas (47,5%). Por otra parte, no se observaron diferencias significativas (p = 0,05)
entre las cepas RGM 1600 y MAU 179 en el porcentaje de colonizacion de las tres
estructuras, tampoco en la colonizacién de raiz entre las cepas JFD1 _61-2, RGM
1600 y MAU 179.

El porcentaje total de colonizacion de las cepas RGM 644, RGM 447, JFD1_61-2,
RGM 1600 y MAU 179 fue de 0%; 0%; 6,7%; 53,3% y 42,5%, respectivamente. La
colonizacion total por parte de las cepas RGM 1600 y MAU 179 mostraron
diferencias significativas (p < 0,05) respecto de las cepas RGM 447, JFD1 61-2y
el tratamiento control. RGM 1600 y MAU 179 no presentaron diferencias

significativas entre si (p = 0,05) (Figura 7D).
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Figura 7. Porcentaje de colonizacion endofitica. Se visualiza el porcentaje de colonizacion
endofitica de hojas (A), tallo (B) y raiz (C), y el de colonizacién total (D) para las cepas fungicas
JFD1_61-2, RGM 447, RGM 1600, MAU 179, RGM 644 y el control negativo. Tratamientos con una
letra en comun no son significativamente distintas (p = 0,05) de acuerdo con el test no paramétrico
de Kruskal-Wallis.

11.3 Efecto del quitosano en el crecimiento fungico

Para la cepa Trichoderma sp. JFD1_61-2 se observaron diferencias significativas
(p < 0,05) unicamente en el dia 3 post inoculacion, presentando una media de 27,39
mm de radio de colonia en el tratamiento con 2,25 x 103 ppm de quitosano, siendo
significativamente menor respecto al control (29,08 mm). Sin embargo, a partir del
cuarto dia todas las colonias alcanzaron 35 mm de radio, cubriendo por completo la

superficie de la placa de Petri (Figura 8).
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Figura 8. Crecimiento de Trichoderma sp. JDF1_61-2 sobre quitosano los dias 1, 2, 3,4y 5
postinoculacién. La grafica presenta el radio de las colonias (mm) en los 5 dias de medicién para
los cuatro tratamientos: Control, QUI-7,5 x 102 ppm, QUI-1,5 x 10% ppm y QUI-2,25 x 10° ppm. Los
valores de la grafica se obtuvieron de cuatro repeticiones por tratamiento. Para el andlisis estadistico
de los resultados se utilizé ANOVA de una via y una prueba de comparacién de medias LSD de
Fisher. Medias con una letra en comudn no son significativamente distintas (p = 0,05).

Para la cepa de B. peruviensis RGM 644 Uunicamente hubo diferencias significativas
(p < 0,05) en el tamafio de la colonia en el dia 15 de incubacion, en las
concentraciones de 1,5 x 10° ppmy 2,25 x 103 ppm de quitosano respecto al control.
Como se presenta en la Figura 9, para las concentraciones de 7,5 x 10?2 ppm vy

1,5 x 10° ppm de quitosano el radio de la colonia (30,75 mm) es menor respecto al
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control (32,12 mm). Contrario a lo que ocurre a 2,25 x 103 ppm de quitosano, donde
el radio de la colonia result6é ser significativamente mayor (33,63 mm) que en los

otros tratamientos.
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Figura 9. Crecimiento de B. peruviensis RGM 644 sobre quitosano los dias 5, 7, 10, 13y 15
post inoculacién. La grafica presenta el radio de las colonias (mm) en los 5 puntos de medicion
para los cuatro tratamientos: Control, QUI-7,5 x 102 ppm, QUI-1,5 x 102 ppm y QUI-2,25 x 10° ppm.
Los valores de la gréfica se obtuvieron de cuatro repeticiones por tratamiento. Para el analisis
estadistico de los resultados se utiliz6 ANOVA de una via y una prueba de comparacion LSD de
Fisher. Medias con una letra en comun no son significativamente distintas (p = 0,05).

Respecto a la cepa de M. rubescens RGM 1600, para el dia 13 de incubacion el

radio de la colonia en presencia de 2,25 x 102 ppm quitosano (24,12 mm) fue mayor
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que el control (22,38 mm). Un comportamiento similar se observo en el dia 15 de
incubacion, donde también se obtuvieron diferencias significativas (p < 0,05) entre
la concentracion 2,25 x 10% ppm de quitosano (27,41 mm) y el control (25,4 mm),

como se observa en el Figura 10.

Hm Control

B QUI-7,5 x 10° ppm
B QUI-1,5 x 10° ppm
B QUI-2,25 x 10° ppm

30 a abab b

25,44 26,53 26,09

b
a ab ab
25 22,38 23,28 23,14 24,12
€ a a a a
£ 20 18.47 18.2418,34 18,89
N—r
=
c
o
S a a a a
cB 13211324 1357 13.73
@
o
o
2 10
ol
[0 d

Figura 10. Crecimiento de M. rubescens RGM 1600 sobre quitosano los dias 5, 7, 10, 13y 15
postinoculacién. La grafica presenta el radio de las colonias (mm) en los 5 dias de medicién para
los cuatro tratamientos: Control, QUI-7,5 x 102 ppm, QUI-1,5 x 10% ppm y QUI-2,25 x 10° ppm. Los
valores de la grafica se obtuvieron de cuatro repeticiones por tratamiento. Para el andlisis estadistico
de los resultados se utilizo6 ANOVA de una via y una prueba de comparacion LSD de Fisher, excepto
para los dias 7 y 10 donde se realizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Medias con una
letra en comun no son significativamente distintas (p > 0,05).
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La cepa P. carneus MAU 179 no mostré diferencias significativas entre los distintos

tratamientos, para ninguno de los puntos medidos (Figura 11).
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Figura 11. Crecimiento de P. carneus MAU 179 sobre quitosano los dias 5, 7, 10, 13y 15 post
inoculacion. La gréfica presenta el radio de las colonias (mm) en los 5 dias de medicién para los
cuatro tratamientos: Control, QUI-7,5 x 10? ppm, QUI-1,5 x 10% ppm y QUI-2,25 x 10% ppm. Los
valores de la grafica se obtuvieron de cuatro repeticiones por tratamiento. Para el andlisis estadistico
de los resultados se utiliz6 ANOVA de una via y una prueba de comparacion LSD de Fisher para los
dias 5, 7, 13 y 15. Para el dia 10 se realizé la prueba de Kruskal-Wallis. Medias con una letra en
comun no son significativamente distintas (p = 0,05).

En el caso de M. brunneum RGM 447, en las cinco mediciones (dias 5, 7, 10, 13y
15) se vieron diferencias significativas (p < 0,05). Para el dia 5 tanto a 1,5 x 103 ppm
como a 2,25 x 102 ppm de quitosano (4,89 y 4,82 mm, respectivamente) se vio un

incremento del radio de la colonia respecto al 7,5 x 10?2 ppm de quitosano (2,93 mm)
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y al control (2,51 mm), los que no obtuvieron diferencias significativas (p = 0,05)

entre si (Figura 12).

En el dia 7 se observé un incremento significativo del radio de la colonia (p < 0,05)
para las concentraciones de 1,5 x 103 ppmy 2,25 x 102 ppm (13,06 mmy 12,62 mm,
respectivamente) respecto al control (10,16 mm) y a la concentracién de 7,5 x 10?
ppm quitosano (10,95 mm). En el dia 10, el radio de las colonias en los tratamientos
de 1,5 x 10%® ppm y 2,25 x 10%® ppm de quitosano (17,23 y 16,75 mm,
respectivamente) fue significativamente mayor respecto al control (14,33 mm), no
asi al aplicar 7,5 x 102 ppm de quitosano (14,69 mm), la cual no presentd diferencias

significativas respecto al control (p = 0,05) (Figura 12).

Se mantuvo un comportamiento similar en el crecimiento de los hongos en los dias
13 y 15, donde hubo un aumento significativo (p < 0,05) en el radio de la colonia de
los tratamientos con 1,5 x 102 ppmy 2,25 x 102 ppm de quitosano. En el dia 13 el
tamano radial del micelio fue de 21,33 mmy 20,99 mm para las concentraciones de
1,5 x 10° ppmy 2,25 x 103 ppm, respectivamente, y de 18,37 mm y 18,46 mm para
la concentraciéon de 7,5 x 102 ppm y el control, respectivamente. Para el dia 15, los
valores fueron de 24,14 mmy 23,61 mm para las concentraciones 1,5 x 10° ppmy
2,25 x 10° ppm de quitosano, respectivamente, y de 20,96 mm para la concentracion

de 7,5 x 102 ppmy 21,35 mm en el caso del control (Figura 12).
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Figura 12. Crecimiento de M. brunneum RGM 447 sobre quitosano los dias 5, 7, 10, 13y 15
postinoculacién. La grafica presenta el radio de las colonias (mm) en los 5 dias de medicién para
los cuatro tratamientos: Control, QUI-7,5 x 102 ppm, QUI-1,5 x 10% ppm y QUI-2,25 x 10° ppm. Los
valores de la grafica se obtuvieron de cuatro repeticiones por tratamiento. Para el andlisis estadistico
de los resultados se utiliz6 ANOVA de una via y una prueba de comparacién LSD de Fisher para los
dias 5, 7, 13 y 15. Para el dia 10 se realizé la prueba de Kruskal-Wallis. Medias con una letra en
comun no son significativamente distintas (p = 0,05).

11.4 Parasitismo fungico in vitro sobre Steinernema australe en presencia de

guitosano

En el caso de las cepas M. brunneum RGM 447, P. carneus MAU 179 y
M. rubescens RGM 1600 se observo parasitismo en los distintos tratamientos, pero

las diferencias no fueron estadisticamente significativas entre ninguno de los
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tratamientos, en los dos periodos evaluados. Los resultados de las cepas
M. brunneum RGM 447, P. carneus MAU 179 y M. rubescens RGM 1600 se

presentan en las Figura 13, Figura 14 y Figura 15, respectivamente.
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N° de Nematodos Parasitados
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Figura 13. Efecto del quitosano en el niumero de nematodos parasitados por M. brunneum
RGM 447. Grafica del nUmero de nematodos parasitados para los distintos tratamientos en los dias
7 y 15 post inoculacion del hongo. Para el andlisis estadistico de los resultados se usoé la prueba de
Kruskal-Wallis. Medias con una letra en comdn no son significativamente distintas (p = 0,05).

Hm Control

B QUI-7,5 x 10? ppm
B QUI-1,5 x 10° ppm
B QUI-2,25 x 10° ppm

N° de Nematodos Parasitados

Dias

Figura 14. Efecto del quitosano en el nimero de nematodos parasitados por P. carneus
MAU 179. Grafica del nimero de nematodos parasitados para los distintos tratamientos en los dias
7y 15 post inoculacion del hongo. Para el analisis estadistico de los resultados se usé la prueba de
Kruskal-Wallis. Medias con una letra en comun no son significativamente distintas (p = 0,05).
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Figura 15. Efecto del quitosano en el nimero de nematodos parasitados por M. rubescens
RGM 1600. Grafica del nUmero de nematodos parasitados para los distintos tratamientos en los dias
7 y 15 post inoculacion del hongo. Para el analisis estadistico de los resultados se uso la prueba de
Kruskal-Wallis. Medias con una letra en comun no son significativamente distintas (p = 0,05).

Como se observa en la Figura 16 Trichoderma sp. JFD1_61-2 presento parasitismo
sobre S. australe tras 15 dias de incubacion. Sin embargo, en el dia 7 se observo
diferencias significativas en ninguno de los tratamientos respecto al control. En el
dia 15 hubo diferencias (p < 0,05) en la cantidad de nematodos parasitados entre el
tratamiento QUI-2,25 x 10° ppm (1,4 nematodos parasitados) y el control
(0,2 nematodos), pero en los otros dos tratamientos con quitosano, 7,5 x 102 ppm

(0,8 nematodos parasitados) y 1,5 x 10% ppm (0,6 nematodos parasitados) no se

observaron diferencias con respecto al control.
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Figura 16. Efecto del quitosano en el nUmero de nematodos parasitados por Trichoderma sp.
JFD1_61-2. Gréfica del nimero de nematodos parasitados para los distintos tratamientos en los dias
7 y 15 post inoculacion del hongo. Para el andlisis estadistico de los resultados se us6 ANOVA de
una viay prueba LSD de Fisher. Medias con una letra en comun no son significativamente distintas
(p = 0,05).

Respecto a B. peruviensis RGM 644, esta cepa mostré actividad parasitaria desde
la primera medicion. Como se observa en la Figura 17 en el dia 7 los tratamientos
de 1,5 x 10 ppm (8,0 nematodos parasitados) y 2,25 x 10% ppm de quitosano
(13,8 nematodos parasitados) fueron significativamente mayores en cuanto al
numero de nematodos parasitados en comparacion al tratamiento de 0,75 x 102 ppm
de quitosano (2,0 nematodos parasitados) y al control. En el dia 15 se observo un
mayor nimero de nematodos parasitados en el tratamiento de 1,5 x 103 ppm
(9 nematodos parasitados) y 2,25 x 102 ppm de quitosano (14,2 nematodos
parasitados) comparado al resto de los tratamientos. Por otra parte, no se

observaron diferencias entre el tratamiento de 0,75 x 10?2 ppm quitosano y el control

(p 2 0,05).
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Figura 17. Efecto del quitosano en el niamero de nematodos parasitados por Beauveria
peruviensis RGM 644. Grafica del nimero de nematodos parasitados para los distintos tratamientos
en los dias 7 y 15 post inoculacion. Para el andlisis estadistico de los resultados se us6 ANOVA de
una via y prueba LSD de Fisher para el dia 7, y la prueba de Kruskal-Wallis para datos no
paramétricos para el dia 15. Medias con una letra en comin no son significativamente distintas
(p < 0,05).

Como se observa en la Figura 18 Trichoderma sp. JFD1 61-2 parasitdé a
S. australe, presentando micosis externa a traves del estoma o aparato bucal del
nematodo. Por su parte, B. peruviensis RGM 644 también parasitd a S. australe,

como se observa en la Figura 19 ya en una etapa avanzada de micosis.
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Figura 18. Parasitismo de Trichoderma sp. JFD1_61-2 sobre S. australe. Visualizado en 10X
(A) y 40X (B). En A y B se observa el crecimiento de hifas en el interior del nematodo, sefializado
por las flechas rojas. En C se observa un nematodo no parasitado.

Figura 19. Parasitismo de B. peruviensis RGM 644 sobre S. australe. Visualizado en 10X (A) y
40X (B). En las fotos se observa el crecimiento de hifas en el interior del nematodo, sefializado por
las flechas rojas.
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12. DISCUSION

12.1 Colonizacion endofitica en tomate por cepas de fungicas nematofagas

La cepa Trichoderma sp. JFD1_61-2, la cepa M. rubescens RGM vy la cepa
P. carneus MAU 179 resultaron ser endofitas de tomate. Por el momento, P. carneus
no ha sido reportado como endofito en la literatura, mientras que M. rubescens ha
sido reportada como una especie endofitica en cebada (Noccaea caeurulenscens)
aislada desde raiz (Yung et al., 2021). En contraste, ni la cepa de M. brunneum ni
la cepa de B. bassiana analizadas lograron colonizar tomate en este trabajo (Yung
et al., 2021). No obstante, hay evidencia que estas especies son endofiticas en
tomate, inclusive la cepa B. peruviensis RGM 644 ha mostrado colonizar
sistémicamente esta especie vegetal (Barra-Bucareri et al., 2019; Barra-Bucareri et
al., 2020; Rasool et al., 2021). Lo anterior podria explicarse por los distintos factores
de los que depende el proceso de colonizacion endofitica tales como la especie, la
localizacion y tipo de tejido de la planta hospedera (Rumbos et al., 2006; Tucci et
al., 2011; Behie et al., 2015;), el método por el cual se inocula la planta (Wei et al.,
2020), el tipo de cepa y taxdn del microorganismo (Bailey et al., 2005), la etapa de
crecimiento en la que esté la planta (Bamisile et al., 2020) y la concentracion de
conidias usadas (Toffa et al., 2021). Ademas, los componentes bidticos (como la
composicion de la microbiota local) y abiéticos (como el tipo de suelo, radiacion UV
y las temperaturas extremas) también deben pueden modular la colonizacion
endofitica (Pimentel et al., 2006; Tefera & Vidal, 2009; Eschen et al., 2010; Karlinski

et al., 2010; Lovett et al., 2015).
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12.2 Crecimiento fungico en presencia de quitosano

La cepa JFD1_61-2 de Trichoderma sp. presenta crecimiento de sus estructuras
aéreas (hifas y conidiéforos), suplementado con quitosano (concentraciones
7,5x10% ppm, 1,5 x 10 ppm y 2,25 x 10° ppm), se observaron diferencias
significativas Unicamente en el dia 3 post inoculacién, donde el hongo en presencia
de 2,25 x 10°% ppm de quitosano presenté un tamafo de colonia menor respecto al
control sin quitosano. No obstante, al cabo de 4 dias de incubacion todos los
tratamientos lograron cubrir completamente la superficie de la placa de Petri,
indicando que esta cepa puede crecer en presencia de dichas concentraciones de
guitosano. Estos resultados son comparables a los obtenidos por Zavala et al.
(2016), quienes evaluaron el crecimiento de T. neocrassum junto con
T. koningiopsis, T. harzianum, T. citrinoviride y T. pseudonninggi a diferentes
concentraciones de quitosano (5 x 102 ppm; 1,0 x 102 ppmy 2,0 x 102 ppm). Los
autores reportaron que todas las especies exhibieron una reduccién significativa en
el crecimiento de hifas excepto T. koningiopsis, la que no se vio afectada a
5x10°ppm y 1x10° ppm de quitosano. En un estudio realizado por
Palma-Guerrero et al. (2008) las especies T. harzianum y T. atroviride presentaron
una inhibicibn en su crecimiento micelar en distintos medios de cultivo
suplementados con 2 x 10% ppm de quitosano. Posteriormente, en otro estudio de
Palma-Guerrero et al. (2010) se reportd que sobre los 0,1 x 10% ppm de quitosano
el crecimiento de T. harzianum fue nulo respecto al control. La susceptibilidad o
tolerancia al quitosano entre especies del mismo género puede explicarse por la

diferencia en la fluidez de la membrana plasmatica, la que se relaciona con la
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composicion de 4cidos grasos insaturados que hay en ésta (Palma-Guerrero et al.,
2010). Se ha demostrado que aquellas especies del género Trichoderma cuyo
crecimiento fingico se ve inhibido en presencia de quitosano poseen una membrana
rica en &cidos grasos poliinsaturados, a diferencia de otras especies tolerantes
como T. Kkoningiopsis que tienen un menor contenido de A&cidos grasos
poliinsaturados, lo que impide el ingreso del polimero al espacio intracelular donde
puede desencadenar su efecto antimicrobiano causado por la inhibicion de la
sintesis proteica, de acidos nucleicos y afectar la actividad mitocondrial (Dutta et al.,

2012; Zavala et al., 2016).

La cepa RGM 644 de B. peruviensis presento tolerancia a quitosano en las tres
concentraciones estudiadas, la cual mostro diferencias significativas al dia 15 entre
las concentraciones de 7,5 x 102ppmy 2,25 x 102 ppm de quitosano, disminuyendo
el tamafo de la colonia a la concentracion mas baja e incrementandose a la
concentracion mas alta, respecto al control. Los resultados obtenidos en la presente
investigacion son similares a los obtenidos por Palma-Guerrero et al. (2008), donde
se observo que la especie B. bassiana aumenté el crecimiento de colonia en tres
concentraciones de quitosano (5 x 102 ppm; 1,0 x 10° ppm y 2,0 x 10® ppm),
demostrando un mayor incremento a los 2 x 10° ppm respecto del control. Un
estudio similar mostré que una cepa de B. bassiana present6 tolerancia a distintas
concentraciones de quitosano (0,1 x 10° ppm; 5 x 10? ppm; 1,0 x 10 ppm y
2,0 x 102 ppm). También se observdé que a los 1 x 102 ppm de quitosano el
porcentaje de crecimiento aumentd de manera significativa por sobre el control y a

los 2 x 10° ppm de quitosano se produjo una leve inhibiciéon del crecimiento
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(Palma-Guerrero et al., 2010), contrario a lo reportado en su estudio previo (Palma-

Guerrero et al., 2008).

En cuanto a la cepa RGM 1600 de M. rubescens, ademas de presentar tolerancia
frente a quitosano mostré que a 2,25 x 10% ppm del compuesto se estimula el radio
de la colonia del micelio en las condiciones estudiadas. Comparando con el estudio
de Palma-Guerrero et al. (2008) se observd que la especie M. rubescens a una
concentracion de 2 x 10° ppm de quitosano se presenta un aumento significativo en
el radio de la colonia, similar a los presentados por la cepa RGM 1600 que pertenece

a la misma especie.

En el caso de la cepa RGM 447 de M. brunneum, presento tolerancia a quitosano y
se observé un aumento significativo en el radio de la colonia en los tratamientos de
1,5x 102 ppmy 2,25 x 102 ppm de quitosano en comparacion al control, estimulando
el crecimiento del hongo. Este efecto puede compararse al observado en un estudio
de Aranda-Martinez et al. (2016), donde la especie M. anisoplae mostré un
crecimiento progresivo en medio liquido suplementado con 5 x 10% ppm de
qguitosano alrededor de 20 dias, comparando con el control. EI mismo estudio
muestra un comportamiento similar para B. bassiana, reforzando la idea que el

guitosano estimula el crecimiento vegetativo en este tipo de hongos.

La cepa MAU 179 de P. carneus resultd ser tolerante a quitosano, sin mostrar
diferencias entre el control y los tratamientos con quitosano. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Palma-Guerrero et al. (2008), donde otra especie del
género, P. lilacinus, mostré tolerancia a distintas concentraciones de quitosano e

inclusive aumenté significativamente su tamafio de colonia a los 2 x 10° ppm del
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compuesto, respecto al control. En su estudio del 2010 mostré un comportamiento
similar, solo que a los 2 x 10® ppm de quitosano P. lilacinus presenté una leve

inhibicidn en el crecimiento (Palma-Guerrero et al., 2010).

12.3 Parasitismo fangico in vitro sobre S. australe en presencia de quitosano

La presente investigacion confirmé que el quitosano puede aumentar el parasitismo
de HNs en el nematodo cebo S. australe. Los resultados obtenidos por Escudero et
al. (2016) en P. chlamydosporia son similares a los obtenidos con las cepas
B. peruviensis RGM 644 y Trichoderma sp. JFD1_61-2 utlizadas en esta
investigacion, ya que en su estudio se observd que al usar quitosano a
concentraciones de 1 x 10% ppmy 2 x 10° ppm en conjunto con P. chlamydosporia
se aumento significativamente el numero de huevos parasitados del NF
Meloidogyne por dicho hongo en comparacion al tratamiento en ausencia de
guitosano. Por otro lado, cabe destacar que hasta el momento no se han reportado
estudios sobre la actividad nematéfaga de B. peruviensis; no obstante, el clado
B. peruviensis es el mas cercano al de las cepas de B. bassiana (Figura 2), especie
cuya capacidad para controlar NFs ha sido ampliamente estudiada (Liu et al., 2008;
Youssef et al., 2020; Zhang et al., 2020). Esta proximidad en la distancia genética
podria explicar por qué la cepa RGM 644 presentd actividad nematofaga. Al tener
un aumento de la actividad parasitaria en ambas cepas, particularmente RGM 644,
pueden considerarse como buenos candidatos para agentes de biocontrol frente a

nematodos fitopatdégenos.

El efecto que el quitosano ejerce sobre el parasitismo observado en este trabajo en

condiciones in vitro puede compararse al obtenido por un estudio realizado en
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condiciones de invernadero con soja en presencia del nematodo Heterodera
glycines, el cual presenté un aumento en el parasitismo de nematodos por el HN
Hirsutella minnesotensis tras la aplicacion de 1 g/mL de quitosano. Ademas, se
observé que en dichas condiciones aumento la poblacion rizosférica de HNs como
Pochonia y Paecilomyces (Mwaheb et al., 2017). En contraste, un trabajo similar de
Escudero et al. (2017) en condiciones de invernadero realizado en tomate inoculado
con P. chlamydosporia no mostré cambios en el parasitismo de masas de huevos
del nematodo M. javanica en suelo suplementado con 0,1 mg/ mL de quitosano. Por
otra parte, se ha observado que en T. harzianum se puede aumentar su biocontrol
sobre M. incognita en suelo suplementado con 1,5 mg/ kg de quitosano,
disminuyendo el nimero de agallas, masas de huevo y hembras adultas en raices
de tomate, en comparacion a la aplicacion del hongo sin quitosano y al control. Cabe
destacar que se observo un efecto aun mayor al combinarlo con humato de potasio
(Ahmed & Omara, 2018), dejando en evidencia que el quitosano es un compuesto

gue potencia el parasitismo en algunos HNs.

12.4 Proyecciones

La presente Memoria de Titulo es el primer reporte sobre el efecto del quitosano en
el parasitismo de especies de hongos endofitos nativos sobre el nematodo cebo
S. australe, sobre el endofitismo de especies como P. carneus y M. rubescens, y

también sobre la capacidad nematofaga de B. peruviensis.

El trabajo realizado en la presente Memoria de Titulo sobre hongos nematéfagos
enddfitos, se podria complementar con estudios de propiedades benéficas de estos

hongos hacia la planta como, por ejemplo, determinar si dichas cepas pueden
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estimular el crecimiento de plantas de tomate. Estudios de este tipo ya se han

realizado en la cepa RGM 644 por Barra-Bucarei et al. (2019 y 2020).

Las cepas con potencial biocontrol de nematodos JFD1 61-2 y RGM 644
estudiadas en esta Memoria de Titulo podrian utilizarse para futuros ensayos de
interaccion tritr6fica entre una planta, algun nematodo fitopatdgeno (Ej. Meloidogyne
spp) y un HN en conjunto con quitosano, de forma similar al realizado por Escudero
et al. (2017) y Ahmed & Omara (2018), con el fin de determinar el efecto sinérgico
entre el quitosano y estas cepas fungicas nematéfagas endofitas nativas en

condiciones de invernadero.

Ademas, podria plantearse a futuro escalar a ensayos a nivel de cultivo mediante la
masificacion de formulaciones con quitosano y conidias, usando un tratamiento
combinado de estas dos cepas. Por ejemplo, aplicando JFD1_61-2 al suelo y RGM
644 a nivel foliar, con el fin de aumentar la cantidad y diversidad microbiana
benéfica. Esto podria ser factible ya que la cepa RGM 644 actualmente es utilizada
en productos precomerciales como Endomix B1 y B4, utilizados para la estimulacion
de crecimiento y biocontrol de hongos e insectos fitopatdgenos

(http://www.endofitos.com/ENDOMIX/).
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13. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

Las cepas fungicas nativas MAU 179, RGM 1600, RGM 644 y RGM 447 fueron
identificadas a nivel de especies como P. carneus, M. rubescens, B. peruviensis
y M. brunneum, respectivamente, mientras que con los métodos usados no se
puedo determinar la especie de la cepa de Trichoderma JFD1_61-2.

Se determiné que las cepas MAU 179 de P. carneus, RGM 1600 de
M. rubescens y JFD1 61-2 de Trichoderma sp. presentan capacidad de
colonizacion endofitica en S. lycopersicum. Por su parte, la cepa RGM 447 de
M. brunneum no colonizo internamente los tejidos de especie vegetal bajo las
condiciones estudiadas.

Las cepas MAU 179 P. carneus, RGM 1600 M. rubescens, RGM 644
B. peruviensis, RGM 447 M. brunneum y JFD1 61-2 Trichoderma sp.
demostraron distintos grados de tolerancia distintas concentraciones de
guitosano debido a que presentaron crecimiento micelial. Tanto la cepa de
M. brunneum RGM 447 como la cepa B. peruviensis RGM 644 presentaron un
incremento en el crecimiento micilial cuando se utilizaron las mayores
concentraciones de este compuesto, por lo que podria ser usado como un
aditivo estimulante de crecimiento de dichos hongos.

El quitosano contribuye a la actividad parasitaria de las cepas nativas RGM 644
y JFD1 61-2 en el nematodo S. australe. La actividad parasitaria de las cepas
RGM 447, RGM 1600 y MAU 179 sobre S. australe no se vio afectada por la

presencia quitosano en las condiciones de este estudio.
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