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AISLADO E IDENTIFICACION MOLECULAR DE HONGOS ANTAGONICOS DE
NEMATODOS FORMADORES DE QUISTE DEL GENERO Globodera EN EL CULTIVO
DE PAPA EN LA REGION PRODUCTORA DE LOS CUCHUMATANES

ISOLATION AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF ANTAGONIC FUNGI OF CYST-
FORMING NEMATODES OF THE GENUS Globodera IN THE POTATO CULTURE OF
THE CUCHUMATANES PRODUCING REGION

RESUMEN

El nematodo formador de quiste Globodera sp. es de los principales problemas en la
produccion de papa a nivel mundial, poseen una capacidad patogénica muy eficaz sobre el
cultivo susceptible junto a una capacidad de dispersion y sobrevivencia bastante alta debido
a que el quiste funciona como estructura de proteccion de los estados inmaduros, su
presencia en los campos de produccion de papa en Guatemala representa una seria
amenaza sobre los rendimientos de la produccién y por consiguiente de la rentabilidad de

los productores.

El control de la densidad poblacional es crucial para recuperar suelos infestados y mejorar
los rendimientos, técnicas como la rotacion de cultivo, cultivos trampa y uso de materiales
resistente se han propuesto para el control, sin embargo, estos poseen inconvenientes tanto
en su eficiencia como practicidad, el control biologico; por otro lado, se presenta como una
alternativa viable para el control de las poblaciones. El uso de cepas antagénicas de hongos
asociadas a los quistes y huevos del nematodo representa una alternativa con buenos

resultados reportados en diversas investigaciones.

La presente investigacion es de caracter exploratoria y como finalidad el aislamiento e
identificacion de hongos antagoénicos asociados a los nematodos de Globodera, a través de
muestras de suelo provenientes de la region productora de papa de los Cuchumatanes-
Huehuetenango, la identificacion de especies asociadas se realizé a través del uso de

cebadores especificos y la secuenciacion del gen ITS, se encontraron hongos de las



Vi

especies T. harzianum, P. lilacinus, P. cucumerina, V. leptobactrum y H. rhossiliensis,
ademas se observo la capacidad antagdnica de aislados de los quistes del nematodo
observando los mismos en un estereoscopio a 10X en busca de signos del desarrollo de

hongos sobre el mismo.



1 INTRODUCCION

La produccion de papa (Solanum tuberosum L.) en Guatemala se da principalmente por
pequefios agricultores de la region occidental del pais, para el afio 2015 la produccion podia
referirse a cinco departamentos siendo Huehuetenango uno de los principales productores
de papa de Guatemala representando el 32 % de la produccién nacional en un 29.10 % de
la superficie total de area cosechada, (MAGA, 2016). La region productora del departamento
de Huehuetenango se sitla en la meseta central de los Cuchumatanes (ICTA, 2002) y se
calcula que el 92 % de la produccion obtenida se destina a mercados locales segun (ICTA,
2013) citando a (FAO, 2008).

El nematodo del quiste de la papa es uno de los principales problemas de la produccién a
nivel mundial, estos nematodos son considerados de los mas efectivos en su capacidad
parasitica (Evans & Stons, 1977) y se encuentran actualmente distribuidos a nivel mundial
en las diferentes regiones productoras de papa (Mugniéry & Phyllips, 2007) reportando
pérdidas de la produccion promedio mundial de 9 % equivalente a 40 millones de toneladas

(Seenivasan, Devrajan, & Selvaraj, 2007).

En Guatemala se ha reportado la presencia del nematodo de quistes G. rostochiensis 'y G.
pallida en gran cantidad de suelos de regiones productoras de papa (N. Garcia 2015;
Gustavo, Guerra, & Mijangos 2009; Roldan 2005; Salguero 2003) existiendo altas
infestaciones de 5 quistes/gramo de suelo, estos niveles de densidad poblacional ponen en
riesgo los rendimientos de las parcelas productoras del pais (Lanza, 1996) problema que se
agrava debido a la falta de un control adecuado de las poblaciones, esto reduce los
rendimientos de las parcela y junto a ellos la rentabilidad de los productores e impone una
restriccion para el comercio internacional de la papa debido a que esta plaga es

cuarentenada en varios paises.

Se han propuesto diversas practicas para el control de estos nematodos, sin embargo,
muchas resultan imprécticas o inefectivas (Haydock & Evans 1998), El control bioldgico por
otro lado se presenta como una alternativa prometedora para el control de las poblaciones

de nematodos de quiste, reportandose eficiencias altas en el control de los nematodos por



parte de hongos antagonistas aislado a partir de muestras de suelo de regiones productoras

de cultivares susceptibles.

La presente investigacion posee un enfoque exploratorio y consiste en el aislado e
identificacion de las especies de hongos antagdnicos asociados a quistes de los nematodos
formadores de quiste de Globodera obtenidos de muestras provenientes de la region
productora de papa de los Cuchumatanes-Huehuetenango, se consiguio el aislado de las
especies de T. harzianum, P. lilacinus. P. cucumerina, V. leptobactrum y H. rhossiliensis, los
cuales se encontraron asociados a los quistes del , a la vez que se encontraron

diversos reportes de estas especies como antagonistas de quistes y huevos Globodera.



2 MARCO TEORICO

2.1 Marco conceptual

2.1.1 Nematodo Globodera

A. Clasificacion taxonOmica

El nematodo del quiste de la papa consiste en dos especies los cuales son Globodera
rostochiensis y Globodera pallida, estos pertenecen al grupo de la familia Heteroderidae al
igual que otras especies formadoras de quistes como Heterodera. La clasificacion

taxondmica de estos nematodos se presenta a continuacion.

Reino: animal

Phylum: nematoda

Clase: Secementia

Subclase: Diplogasteria

Orden: Tylenchida

Suborden: Tylenchina

Super familia: Tylenchoidea

Familia: Heteroderidae

Subfamilia: Heteroderinae

Geénero: Globodera

Especie: G. rostochiensis; G. pallida
Fuente: (Subottin, Mundo , & Baldwin 2010).

B. Biologia y Ciclo de vida
El género Globodera es uno de los nematodos parasitos de plantas mas exitosos en su

actividad parasitica, se caracteriza porque el estado activo es el segundo instar larvario
luego de la eclosion de los huevos, usualmente la eclosidon de estos y el desarrollo de los



estados juveniles se da por una estimulacion con sustancias emanadas por las raices de la

planta hospedera (Evans & Stons, 1977).

Los nematodos a diferencia de los insectos pasan por diferentes etapas de su desarrollo sin
presentar cambios sobre su aspecto externo, a estas etapas inmaduras de desarrollo se le
conoce como estados juveniles existiendo para el género Globodera 4 estados
inmaduros(Franco, 1989), el primer de ellos corresponde a los huevecillos, estos se
encuentran dentro de estructuras de supervivencias llamadas quistes, estas son hembras
adultas fertilizadas muertas, las larvas se desarrollan dentro de estos huevos y tienen una
apariencia y estructura similar a la de los adultos, durante este estado las larvas incrementan
su tamafio al paso del tiempo y pasan al siguiente estado juvenil una vez eclosionado el

huevo.

La eclosién del huevo se da generalmente por la estimulacién de sustancias emanadas por
las raices de las plantas hospederas, aunque existe la posibilidad de eclosion de los huevos
al estado juvenil 2 aun en ausencia de un hospedante.(Evans & Stons, 1977), el estado J2
es el responsable de la infeccion de las plantas y lo consigue atravesando las paredes
celulares con el empuje de un estilete y la secrecion de enzimas cataliticas de la pared
celular como celulosas, pectolasas, polygalatocidasas, etc, que son secretadas por el

mismo organo.(Sajid et al., 2009).

Una vez dentro de las raices el nematodo inserta el estilete y la cabeza en las células del
periciclo y la corteza o endodermis, comienza a alimentarse de los nutrientes de esta zona
y continua haciéndolo hasta completar su desarrollo, de acuerdo a (Jones & Northcote,
1972) el nematodo obtiene su alimento tras inducir una des diferenciacion celular, el
nematodo forma un sincitio tras diluir las paredes celulares de varias células vecinas, de
esta forma el nematodo consigue un columna de células con acceso directo al tejido

vascular convirtiendo al nematodo en un sumidero de nutrientes.

Una vez fijado el nematodo a las raices se vuelve sedentario y continua su desarrollo a
través de los estados juveniles 3y 4, en el estado juvenil 3 se definen los sexos en funcién
de la cantidad de alimento disponible en el medio, cuando el alimento es escaso predominan

los machos y cuando el alimento es abundante predominan las hembras.(Roldan 2005), a



diferencia de los nematodos causantes de ndédulos en la raiz una vez que se define el sexo

este es irreversible (Evans & Stons, 1977).

Los machos permanecen enrollados dentro del saco en la tercera etapa hasta que emergen
de la raiz durante la muda final, estos no se alimentan después de la tercera etapa, durante
esta los machos son vermiformes o alargados de aproximadamente 1 mm de longitud con
una cola corta redondeada, después de la tercera muda tienen una vida activa y buscan a
las hembras para fecundarlas, (Evans & Stons, 1977), las hembras por otra parte
incrementan su tamafio y rompen la superficie de la raiz exponiendo sus cuerpos esféricos
mientras la cabeza permanece dentro del tejido radicular, luego de exponer sus cuerpos del

tejido infectado los machos las buscan para fecundarlas (Brodie, Evans , & Franco 1993).

Posterior a esto los quistes son finalmente visibles en la superficie de la raiz como pequefnas
esferas de entre 500 um - 750 um de didmetro, los quistes de G. pallida son de color blanco
mientras que para G. rostochiensis van de amarillo a dorado. Después de la copula las
hembras depositan los huevos dentro de su utero y mueren posteriormente, la cuticula se
oscurece y se convierte en un quiste que se libera en el suelo (Mugniéry & Phyllips,
2007).(figura 1).
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Fig- 1. Life eycle of Globoders spp. eystnematedas.

Fuente: Evans & Stons, 1997.

Figura 1. Ciclo de vida del nematodo del quiste Globodera.

De acuerdo a (Evans & Stons, 1977; Franco, 1989) un quiste puede tener entre 300 a 600
huevos, aunque otras literaturas indican que es posible encontrar hasta 1000 huevos

cuando las condiciones de desarrollo del nematodo es ideal (Mugniéry & Phyllips, 2007).

C. Dispersién y sobrevivencia

Las especies G. rostochiensis y G. pallida son conocidos como nematodos del quistes de la
papa (S. tuberosum), y poseen una a amplia distribucion a nivel mundial, se conoce que su
origen fue la region andina en el Peru, Chile y Bolivia y desde este lugar se disperso
posteriormente al resto del mundo, se cree que su distribucién se dio por medio del flujo de
material vegetal para la reproduccion (tubérculos) con residuos de suelo en los que se
encontraba el nematodo, su primer reporte fue en 1881 y descritos por primera vez en 1923
por Wollember a partir de muestras obtenidas de la region de rostock Alemania (Quifiones,
1979).



Los quistes son el medio de diseminacion de los nematodos de Globodera, estos tienen
caracteristicas que le permiten moverse grandes distancias por diferentes medios, su
tamafio pequefio y bajo peso les permite propagarse localmente por agua, viento,
maquinaria agricola o por particulas de suelo arrastradas por el hombre al caminar por la
finca, ademas de estos, el medio por el cual se ha dispersado mayores distancias fue por el
comercio de tubérculos de papa como semillas desde un continente a otro, pues en estos
tubérculos se puede encontrar residuos de suelo contaminado con los quiste. (Mugniéry &
Phyllips, 2007).

Ademas de servir como medio de diseminacién los quistes funcionan como estructuras de
supervivencia permitiendo al nematodo sobrevivir hasta por 20 afios en el suelo en ausencia
de un hospedero susceptible (Agrios 2005), aunque se han encontrado reportes de
eclosiones aleatorias de los quistes aun en ausencia de un hospedero, causando
disminucién en las poblaciones (Mugniéry & Phyllips, 2007; Schouten & Beniers, 1997).

Las tasas de disminucion de las poblaciones por efecto de eclosiones aleatorias no son
significativas como para erradicar las poblaciones a altas velocidades, ademas
investigaciones posteriores (Haydock & Evans 1998) mencionan que algunas cepas de
Globodera sp. desarrollan habilidades para evitar la eclosion de los quistes en ausencia de
los hospedantes. (Duceppe et al., 2017) realizaron un andlisis transcriptomatico usando
RNA-seq encontrando que, durante el periodo de latencia de los huevos, genes
relacionados a la desintoxicacion celular se mantienen altamente activos, mientras que, los
genes relacionados a la absorcién de calcio y agua se regularon hasta la exposicién de los

quistes a exudados de raices hospederas.

Ademas de mantener en latencia los huevos y regular su eclosién, los quistes proveen a los
huevos y J2 una cobertura que los aisla de condiciones ambientales adversas y de ahi la

alta persistencia de los nematodos en el suelo.



2.1.2 Sintomas, dafos y pérdidas causados por Globodera sp.

Los sintomas se presentan inicialmente como una marchitez temprana de las plantas, el
dafio mecanico causado por la alimentacion del estado activo de los nematodos y las
hembras adheridas a las raices se expresa como una necrosis en las células de la raiz
(Evans & Stons, 1977), ademas se presenta una hiperplasia que termina en la formacion de
sincitio limitando la actividad vascular y por tanto el desarrollo de la planta (Jones &
Northcote, 1972), las pérdidas de rendimiento de acuerdo a (Trudgill 1986) se debe
principalmente a que los nematodos del quiste disminuyen la efectividad del sistema
radicular y por tanto reducen la duracion del area foliar y con ella la capacidad fotosintética

de la planta.

Las pérdidas de rendimiento causado por la presencia del nematodo se miden generalmente
por la proporcién de huevos+J2/ g de suelo existentes en los suelos, (Lanza, 1996) propone

una escala de severidad del nematodo el cual se muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1. Escala de severidad propuesta para Globodera spp en funcion de la pérdida de

rendimiento.
Grado infestacion Huevos + J2/ gramo Péerdidas de
suelo suelo rendimiento (%)
Libre 0 0
Incipiente 1-5 5
Media 2.1-15 13
Alta 15.1 - 35 45
Muy Alta =35 58

Fuente: Lanza, 1996.

Esta escala indica tanto el niumero de huevos + J2/ gramo de suelo en relacion al porcentaje
de pérdida que se reporta para los nematodos en las condiciones de cultivo de Pera y
Bolivia, otras investigaciones como (Contina, Dandurandy, & Knudsen, 2019), realizaron un
modelo de prediccion de las pérdidas de produccion de papa S. tuberosum causado por G.

pallida en Idaho bajo condiciones de invernadero reportando pérdidas de 44 % en



infestaciones cuyo inoculo inicial fueron de 40 huevos/g de suelo, y de 87 % en un inoculo
inicial de 80 huevos/g de suelo.

De acuerdo a (Tumer & Subbotin, 2013) (Del Prado 2015) se considera como umbral de
dafio aceptable un inoculo inicial de 1 a 2 huevos/g de suelo, otras literaturas (Franco, 1989)
indican que el umbral de dafio est& entre los 10 a 20 huevos por gramo de suelo cuando la
calidad del suelo es baja, sin embargo suelos con alta fertilidad y contenido de humedad
adecuada pueden soportar infestaciones mayores, la diferencia entre los umbrales de dafios
calculados se debe segun (Trudgill 1986) al efecto de varios factores, entre los cuales se
pueden mencionar los mas importantes como el tipo de suelo, las interacciones con
microorganismos, diferencias en la cria, diferencia en la tolerancia de los cultivares

establecidos, el clima, rendimientos potenciales entre los sitios, entre otros.

2.1.3 Manejo integrado de nematodos del quiste

El control de los nematodos del quiste es muy complicado, una vez que el nematodo se
establece en un suelo es practicamente imposible erradicarlo debido a que los huevos
permanecen en dormancia dentro de los quistes hasta por mas de 20 afios (Agrios 2005),
sin embargo algunas practicas se han propuesto para reducir las poblaciones a niveles
tolerables por debajo del umbral de dafo, al igual que todas las enfermedades la mejor
estrategia para la gestiébn de los nematodos es la prevenciéon de la infestacion, como
herramientas para el control post infestacion se considera prudente el monitoreo de la

densidad y composicion de especies en los campos infestados (Haydock & Evans 1998).

A. Rotacion de cultivos

Esta fue una de las primeras propuestas para el control de los quistes de nematodos, se
fundamenta en que aun en ausencia de hospederos algunos nematodos J2 se liberan de
los quistes muriendo eventualmente por la falta de alimento, este efecto causa
disminuciones graduales de acuerdo a las condiciones climéticas, en Irlanda el servicio de
proteccion fitosanitaria considera una disminuciéon anual del 10 %, en Bretafia se han

reportado reducciones de 18 % anual (Mugniéry & Phyllips, 2007) y de acuerdo a (Schliter,
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1976) en el sur de marruecos se han encontrado disminuciones de hasta 95 % equilibrando

la multiplicacion anual de los nematodos.

Aun con esta disminucién de las poblaciones de nematodos en los suelos infestados cuando
no se cultivan hospederos de la plaga, no se obtiene una reduccion rapida de los niveles de
dafo para encontrarse por debajo del umbral perjudicial o tolerado, ademas otros informes
como (Evans & Stons, 1977) mencionan las estrategias desarrolladas por los nematodos
del quiste para limitar la eclosion de los huevos en ausencia de sus hospedantes,

permitiendo que estos persistan en el suelo durante mas tiempo en ausencia de del cultivo.

(Haydock & Evans 1998) mencionan que la efectividad de la técnica de rotacion se ve
limitada especialmente para G. pallida quien tiene una disminucién poblacional mas lenta
en ausencia de un hospedante, todo lo anterior mencionado se refleja en periodos de
rotacion longitud y poco préacticas para el manejo de las poblaciones y no garantiza una

erradicacion total sino hasta muchas décadas después de su implementacion.

B. Cultivo trampa

Este consiste en el uso de cultivos hospederos que una vez que inducen la eclosion de los
huevos es retirado y los J2 terminan muriendo por la falta de alimento, De acuerdo a
(Westphal & Becker, 1999), esta practica ha tenido éxito en la reduccion de poblaciones de
nematodos de quiste en los paises bajos, sin embargo, su implementacion es lento debido
a que estas plantas son parte del grupo de las principales malezas en el cultivo,
representando un riesgo alto de reproduccién en las parcelas, otras variantes del método
fue propuesta por (Ngala, Haydock, Woods, & Back, 2015) el cual consiste en el
establecimiento de cultivos de cobertura como brassicas, lo cual parece prometedor pero

se encuentra alin en etapas experimentales.
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C. Resistencia genética

Se han encontrado genes de resistencia sobre Globodera en los centros de origen de la
papa como producto de la coevolucion hospedero-patdégeno, algunas variedades cultivadas
hoy en dia se han creado con un gen dominante a la resistencia derivados de Solanum
tuberosum spp. andigena. Sin embargo estos no son resistentes a todos los patotipos del

nematodo(Johns , Carpenter , Parrott, Piedra , & Trudgill, 1970).

Esta préctica ha sido una de las mas efectivas en el control sin embargo su aplicacion se ve
obstaculizada por la aparicién de diversas poblaciones de nematodos virulentos, las base
genética de la virulencia del nematodo puede diferir de acuerdo al patotipos que este en la

region de interés, (Griener , Bossis , Fouville , Renault , & Mugniery, 2001).

Ya desde 1998 la practica de uso de cultivares resistentes se establecio y los Fito
mejoradores comenzaron a incluir casi rutinariamente genes de resistencia a G.
rostochiensis, de acuerdo a (Haydock & Evans 1998) los cultivares resistentes tanto como
los susceptibles son igualmente invadidos por los nematodos juveniles sin embargo en los
cultivares resistentes el sitio de alimentacién donde el nematodo se instituyo se degrada,
esto limita la alimentacién de los estados inmaduros y por tanto se reduce la formacion de

hembras adultas causando una disminucién en la tasa de reproduccion de los nematodos.

Durante estas fechas también se propuso el uso de transgénicos para el control de los
nematodos del quiste en papas, (Celis et al.,, 2004) estudiaron el uso de cultivares
genéticamente modificados para el control del nematodo del quiste de la papa en la region
de los andes, esto permitiria la produccion cultivares resistentes en un periodo de 5 afos
en lugar de los 8 afos - 15 afios que lleva el procedimiento convencional, sin embargo el

impacto ambiental que esto representa requiere ser estudiado aun mas.

Aun siendo esta una de las técnicas de control mas eficaces hasta ahora, se debe
considerar que el uso de la resistencia genética es solo una solucion a mediano plazo pues
su beneficio se basa en reducir las densidades de poblacién de nematodos de quistes mas
no erradica su presencia en los campos, y un uso excesivo de esta técnica conducira a la
selecciéon de nematodos virulentos dentro de las poblaciones. (Haydock & Evans 1998)

Como riesgo adicional a esto se debe considerar los posibles cambios en la virulencia de
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los nematodos evolucionando en patotipos capaces de vencer los mecanismos de
resistencia desarrollados por las plantas, o que compromete la sostenibilidad de la

resistencia como estrategia de manejo. (Schouten & Beniers, 1997).

2.1.4 Control quimico

Existen dos tipos de pesticidas que se utilizan para el control de nematodos del quiste
basado en su mecanismo de accion, el primero son los nematostatos los cuales se aplican
previo al establecimiento del cultivo, este producto se disuelve posteriormente con la
humedad del suelo y cuando el nematodo sale del quiste para intentar infectar las raices se
expone al producto el cual se absorbe por la cuticula y posteriormente inhibe la enzima
acetilcolinesterasa en el sistema nervioso induciendo paralisis y reduciendo entonces la

cantidad de nematodos que consiguen dafiar las raices del cultivo (Haydock & Evans 1998).

2.1.5 Control bioldgico

El control bioldgico de acuerdo a (Pal & McSpadden, 2006) consiste en el uso intencional
de organismos vivos introducidos o residentes con la intencién de suprimir el efecto causado
por uno 0 mas patdgenos existentes en la parcela, sin considerar el uso de hospedantes
resistentes en la practica. (Starling, 2018) Modifico el concepto de control biologico de Cook
para adaptarlo al control de los nematodos, bajo su concepto el control bioldgico de los
nematodos busca la reduccion del dafio causado en los hospedantes a través del uso de
organismos antagonistas, ya sea, regulando la densidad de las poblaciones de nematodos
o interfiriendo en su capacidad el dafio aun si esto no conlleva a la muerte directa del

nematodo.

Los nematodos parasitos de plantas pasan por lo menos una de sus etapas del ciclo de vida
en el suelo, (Starling, 2018) el suelo a su vez es uno de los sistemas mas complejos de la
naturaleza, la diversidad de organismos antagonicos presentes en el suelo tienden a limitar

el desarrollo de poblaciones de nematodos fitoparasitos existentes en los mismos
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(Rodriguez, 1991), ademas de esto, (Westphal & Becker, 1999) menciona que suelos donde
no se han realizado tratamientos de control biosidas se tiene un mejor efecto supresivos
que aquellos en los que la diversidad bioldgica ha sido perturbada por tratamientos de

control.

2.1.6 Hongos antagoénicos

Se conoce como microorganismo antagonico a todo aquel microorganismo con la capacidad
de provocar un deterioro, inhibicibn o muerte de otro, por diferentes mecanismos. Esta
relacion suele encontrarse de forma natural en el ambiente como parte de la regulacion de

poblaciones de parasitos, depredadores y enfermedades. (Pal & McSpadden, 2006).

Existen diversos grupos de hongos y bacterias que presentan efectos antagonicos sobre
otros microorganismos, la cual es aprovechada para una forma de control biolégico para

fitopatégenos. (Fernandez, 2001).

Los hongos antagonicos contribuyen a la disminucion sisteméatica de los dafios causados
por las enfermedades o plagas en los agroecosistemas, esto se consigue por distintos
mecanismos de biorregulacion, estos mecanismos en conjunto con la capacidad de
multiplicarse abundantemente son los criterios de seleccion como agente de control

bioldgico (Danay, Martinez, Gonzéalez, & Reyes, 2009).

El uso de organismos antagonicos para el control de nematodos, se considera una practica
viable si se logra fomentar y establecer investigaciones respecto al establecimiento de
hongos en suelo, o bien la produccién comercial en laboratorios, (Piedra, 2008), De acuerdo
a (Arauz, 1998) los organismos antagonicos de nematodos deben contar con algunas
caracteristicas basicas, como, no deben ser patdogenos de plantas, hombres o animales,
deben ser capaces de suprimir eficientemente las poblaciones de nematodos por debajo de
niveles criticos, capacidad de adaptacién a las condiciones de suelo, y alta taza de

reproduccion.
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A. Mecanismos de accion de hongos antagonicos de nematodos

Existe gran diversidad de hongos antagénicos de nematodos en el suelo (Rodriguez, 1991)
menciona una clasificacion de acuerdo a su mecanismo de accion, los hongos atrapadores,
entre los que se encuentran hongos que desarrollan micelio con el cual capturan a los
nematodos y posteriormente causan su muerte. Otro grupo de hongos son los que actuan
como invasores del cuerpo del nematodo causando una septicemia y terminando en la
muerte del nematodo. El Ultimo grupo de acuerdo con esta clasificacibn son los que
producen enzimas que degradan los huevecillos o quiste de nematodos permitiéndoles

penetrar dentro de ellos.

Otro sistema de clasificacion de los nematodos es el propuesto por (Gray 2018) el cual
consiste en una clasificacion de endoparasitos y depredadores. Los endoparasitos no
producen un micelio abundante, pero se encuentran en el medio con las estructuras
reproductivas y se desarrolla al contacto con el nematodo ya sea adhiriéndose a él o siendo
ingerido causando su muerte, mientras que los depredadores producen un abundante

micelio que utiliza para capturar y penetrar el nematodo como presa.

B. Principales hongos antag6nicos de nematodos

De acuerdo a las clasificaciones mencionadas anteriormente se pueden mencionar una
gran variedad de hongos antagénicos de nematodos de acuerdo a la naturaleza de estos
mismos, en el caso de los nematodos que pasan su desarrollo libremente en el suelo los
hongos depredadores tienen una particular eficiencia, entre estos se pueden encontrar
géneros como: Arthrobotrys, Catenaria, Trichoderma, Paecilomyces, Nematoctonus,
Dactylella, Dactylaria, Cystopage, Stylopage, Nematophagus, (Gray 2018; Rodriguez, 1991,
Sharon et al., 2001)(Westphal & Becker, 1999) mientras que para nematodos formadores
de quistes se considera también la eficacia de control de hongos endoparasitos, (Pal &
McSpadden, 2006).
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C. Control de nematodos formadores de quistes con hongos antagénicos

Los quistes funcionan como estructuras tanto de diseminacién como de supervivencia para
los nematodos en ausencia de los hospedantes (Haydock & Evans 1998), el aislado de los
nematodos por esta estructura limita en gran parte la capacidad de hongos depredadores y
parasitos para atacar los nematodos, hasta 1974 se creia que no existian hongos parasitos
de los quistes, hasta que algunos estudios comprobaron el efecto de Catenaria auxiliaris
como hongo antagonico para heterodera, (Tribe 1977), por otro lado para los nematodos
Globodera fue hasta 1991 que se encontrd que algunos hongos antagonicos de Heterodedra

se podian encontrar también en Globodera. (Crump 1991).

Actualmente se han encontrado gran variedad de hongos asociados a los quistes de
Globodera, de acuerdo (Eberline et al., 2016) se citan diversos trabajos como (Crump vy
Flynn 1995); (Dackman 1990); (Jacobs 2000); (Morgan-Jones y Rodriguez-Kabana 1986);
(Roessner 1987); (Sikora et al. 1990); (Yu y Coosemans 1998) indicando los hongos
nematofagos de Cylindrocarpon destructans, Fusarium oxysporum, Gliocladium roseum,
Paecilomyces lilacinus, Phoma exigua, Pochonia clamidosporuym y otro listado de hongos
con capacidades nematofagas de forma erratica encontrados en las regiones productoras

de papa en Europa y América del sur.

Se ha evaluado igualmente la eficiencia de control de diversos hongos, (Trifanova, 2010)
reporta eficiencias de control de 40.50 % - 48.90 % por Fusarium spp, 29.60 % a 49.30 %
por Trichoderma spp. (Corrion et al., 2012) Reportan a nivel de laboratorio un 100 % de
control de los huevos y J2 de G. rostochiensis por parte de Paecilomyces lilacinus.

2.1.7 Extraccion de quistes de Globodera por el método de Fenwick

Para el proceso de extraccion de quistes de nematodos existe un grupo de metodologias
de laboratorio utilizadas a lo largo del tiempo, sin embargo la gran mayoria estan basadas
en el separar los quistes aprovechando la densidad de los quistes y el principio de flotacion,
uno de los primeros métodos fue el proceso de extraccion de quistes de nematodos de

Morgan para el estudio de grandes cantidades de suelo, este consiste en sumergir hasta 10



16

Ib de suelo secado al aire en recipientes con agua, generalmente matraces de 1 L y
posteriormente agitar el material dentro del agua, los quistes salen a flote debido a su
densidad diferenciada con las particulas de suelo y agua, de acuerdo a (Morgan, 1929) son

suficientes 15 min para que todos los quistes de una muestra de suelo salgan a flote.

Los materiales sobre nadantes se recolectan posteriormente en un tamiz de 50 mesh. El
problema con este método es que ademas de los quistes otra gran cantidad de materiales
salen a flote al momento de sumergir el suelo en agua, tales como la materia organica,

dejando la muestra aun bastante contaminada y dificultando su conteo.

Posteriormente (Powell, 1939) utilizo el método de Morgan para la extraccion de quistes de
Heterodera schachtii Schmidt, para esto utilizo Unicamente 50 g de suelo y propuso esta
medida como una suficiente para inferir la cantidad de quistes por gramo de suelo, la poca
cantidad de suelo utilizada permitia también observar con mayor facilidad los quistes entre
los materiales contaminantes que sobrenadaban junto a ellos pudiendo entonces rodar los

quistes y separarlos para un conteo posterior.

Aun con esta variante el proceso de rodar los quistes para separarlos de los contaminantes
era un proceso tedioso por lo que se comenzd a buscar métodos de separacion mas
sencillos, esto se conseguia por medio de flotacion diferencial usando dos pasos, la flotacién
con un material pesado agua, y luego una flotacion con un material ligero que separa la
mayor cantidad de sobrenadantes manteniendo los quistes a flote, para esto se usaba una
solucion de agua con azucar diluyendo 23 0z de azucar y 27 oz de agua. (Fenwick, 1940),
aunque estas soluciones fueron propuestas inicialmente cualquier solucion con una
densidad similar podria ser utilizada para la separacion de los quistes de los contaminantes

sobrenadantes de procesos anteriores de extraccion.

Todos los experimentos mencionados anteriormente son la base del proceso de extraccion
de quistes de nematodos por el método de Fenwick tal como se practica actualmente,
aungue existen equipos practicos para la extraccion de los quistes, como la jarra de Fenwick
(figura 2) que consiste en un embudo colocado sobre una jarra con forma trapezoidal y
paredes con una inclinacion de 44 grados, ademas de una aleta que deposita los sobres

nadantes en un tamiz para su separacion.
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Fuente: CORFO, 2016.
Figura 2. Jarra de Fenwick para extraccidon de quistes de suelo.

Esta jarra fue disefiada por (Fenwick, 1940) durante sus investigaciones en un intento de
obtener un método de extraccion practico, y con la facilidad de ser usado por personas sin
mayor grado de experiencia en el campo y que ademas fuera confiable en un proceso de
extraccidon de quistes de forma continua de grandes muestras de suelo himedo, con este

equipo se logra recuperar el 70 % de los quistes (Humphreys, 2006).

Aungue exista el equipo disefiado especificamente para esta labor es posible llevarla a cabo
con el uso de cristaleria tradicional de laboratorio remplazando la jarra por un Erlenmeyer

simulando la pendiente de inclinacién de las paredes de la jarra con la del Erlenmeyer.

2.1.8 Aislado de hongos antagénicos de Globodera

El aislado de hongos antagdnicos de nematodos requiere de la extraccion inicial de los
hospederos, el cual para el caso de Globodera, se realiza generalmente por el proceso
explicado anteriormente. Una vez obtenido estos hospederos se realizan diversos procesos

de aislamiento en funcion del organismo que se requiere aislar.

Existen metodologias enfocadas al aislamiento especifico de microorganismos de interés,
tal como lo plantea (Sanchez Pérez, Ruiz Chutan, Berdiuo Sandoval, & Melgar Valladares,

2020), en esta investigacion se realiza el aislamiento de hongos con utilizando medios de
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cultivo selectivo, estos medios selectivos suelen ser variaciones de un medio basal,
suplementado con diferentes antibioticos o fungicidas para reducir el riesgo de desarrollo
de otros microorganismos. Algunos ejemplos de medios selectivos para hongos antagonicos

son:

e Medio selectivo para T. virens: este consiste en una variacion de medio basal de PDA,
suplementado con rifampicina (50 ul/ml), clorotalonil (1.25 pg/ml, y thiabendazole (0.6
pg/ml), este medio fue propuesto por (Howell, 1999).

e Medio TSM (Trichoderma selective médium). Este es suplementado con cloranfenicol,
(50 pg/ml) y rosa de bengala (1.50 g/l) el cual fue propuesto por (Attitalla, Adbelrawaf,
Saeed, El-Komy, & Sarwar, 2012) como selectivo para cepas tipo Q de Trichoderma
harzianum.

e Medio selectivo para Paecilomyces: esto es un medio basal suplementado con
cloranfenicol (0.01 %) y cloruro de sodio al 3 % y fue propuesto por (Chen , y otros,
2012).

e Medio PCNB, este medio es propuesto por (Indarti, Widianto, Kim, & Suryanti, 2010)

como selectivo para fusarium oxysporum.

El uso de medios de cultivo permite el aislado de hongos antagénicos de interés particular
para el control del nematodo, especialmente cuando se tienen registros de la capacidad de
control de estos en el nematodo o reportes previos de los hongos en la zona, sin embargo,
cuando no se conoce el microbiota de la zona, esta practica puede limitar los hallazgos del

experimento.

En estos casos, se puede realizar los aislamientos por medios de cultivo general, como un
medio basal de PDA, o bien medios de agar + agua, tal como lo plantea (Eberline, Heuer,
Vidaly, & Westphal , 2016), donde estos aislaron hongos de huevos enfermos de Globodera.
La diferencia de este método comparado con los medios de cultivo selectivo es la diversidad
de microorganismos encontrados, pues en este caso se encontré una alta diversidad de
microorganismos asociados, perteneciendo estos a 10 filos, 19 clases, 36 Ordenes, 55

familias y 77 géneros, diferentes.

Se puede observar la diferencia de cada método de aislamiento, pues mientras que en el

primer caso, se limita al aislamiento de un microorganismo especifico, el segundo no tiene
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limite de microorganismos a detectar, lo cual permite encontrar relaciones no reportadas
previamente, aunque tiene la desventaja de poder aislar hongos de vida libre, pues como
mencionan (Eberline, Heuer, Vidaly, & Westphal , 2016) las relaciones de hongos
predominantes encontrados, requieren ser explorados mas a fondo previo a hacer

recomendaciones de uso.

Para conseguir aislados potencialmente antagonicos es recomendable realizar los aislados
de huevos o quistes enfermos del hospedero tal como lo describe (Tribe, 1977), estos

sintomas son huevos, coagulados, lisados, degenerados o con lesiones.

2.1.9 Identificacion de especies de hongo

La identificacion de especies de aislados de hongo es uno de los primeros pasos para la
investigacion respecto a nuevas cepas. Existen diversas opciones para realizar las
identificaciones de hongos que se han desarrollado con el tiempo, siendo la primera técnica
utilizada la identificacibn basada en caracteres morfolégicos de las colonias a nivel
macroscopico y microscopico. Existen muchas referencias respecto a la identificacion de
hongos basado en caracteres morfolégicos, sin embargo, tal como indica (Maymon, y otros,
2004) y (Lieckfeldt, Samuels, Nirenberg, & Petrini, 1999) la homeoplasia en los caracteres
morfolégicos o existencia de especies cripticas dificulta la correcta identificacion incluso

para personal experimentado.

La dificultad de la identificacion por métodos morfoldgicas es tan importante que segun
(Druzhinina & Kubicek, 2005) el 50 % de los aislados depositados en colecciones, estan mal
identificados, por lo que se suele recomendar técnicas mas precisas para la identificacion

de los aislados, especialmente con el uso de técnicas moleculares o analisis de ADN.
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A. Identificacién de especies de hongo mediante la secuenciacion de la region
ITS

La region de los espaciadores internos transcritos (ITS) es una region genémica conservada
dentro del genoma de las células eucariotas, que se encuentra separando los genes
ribosomales 18S, 5.8S y 28S (figura 3) (Corchon, 2020). De acuerdo con (Baldwin, y otros,
1995) y (Lashermes, Combes, Trouslot, & Charrier, 1997) debido a esta caracteristica son
ampliamente utilizados para determinar relaciones a nivel inter e intra genéricos, e incluso
a nivel intraespecifico. Ademas de esto de acuerdo con Liston 1992 la region ITS se
encuentra con una alta tasa de representacion dentro del genoma, lo que permite amplificar
cantidades pequefias de ADN, ademas que las regiones conservadas son muy utiles en el
disefio de cebadores universales lo que facilita la amplificacion de esta region mediante la
técnica de PCR.
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—»{ -5 L e—

Fuente: Shaw, McDaniel, Werner & Ros-ESPin, 2009.

Figura 3. Estructura de la region del espaciador interno transcrito interno (ITS).

Debido a las caracteristicas anteriores la secuenciacion de la region ITS es una de las mas
utilizadas para la identificacibn molecular de hongos. Esto consiste en determinar la
secuencia de nucledtidos de la region ITS de los aislados y compararla con bases de datos

disponibles, siendo una de las principales fuentes el GenBank perteneciente a la Nacional
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Center for Biotechology Information (NCBI) basandose en el grado de similitud de las

secuencias con respecto a la base de datos. (Marwi & Domenico, 2013).

2.2 Marco referencial

2.2.1 Laproduccion de papa en Huehuetenango

Huehuetenango es uno de los principales productores de papa de Guatemala
representando el 32 % de la produccién nacional en un 29.10 % de la superficie total de
area cosechada de acuerdo a datos reportados por (MAGA, 2016) la region productora se
sitla en la meseta central de los Cuchumatanes (ICTA, 2002) y se calcula que el 92 % de

la produccién obtenida se destina a mercados locales segun (ICTA, 2013).

2.2.2 El nematodo del quiste dorado en Guatemala

El primer reporte del nematodo del quiste dorado de la papa en Guatemala se dio en 1980,
de acuerdo a (Garcia M, 1980), se reporté la presencia de Globodera y Heterodera en los
departamentos de San marcos, Totonicapan, Quetzaltenango, Chimaltenango y Solola, En
el ailo 2002 el departamento Agro sanitario de Honduras detecto quistes de nematodos en
un cargamento de papa (N. Garcia 2015), razon por la cual cerro temporalmente el mercado

hondurefio a Guatemala.

Posteriormente (Salguero 2003) reporto la presencia del género Globodera en suelos de
Patzicia Chimaltenango, (Roldan 2005) encontré densidades de 25 quistes por 300 cm?® de
suelo en muestras en el municipio de Jalapa-Jalapa. (Gustavo et al., 2009) reportaron la
presencia de las especies G. rostochiensis y G. pallida en los departamentos de
Chimaltenango, Sacatepéquez, y Guatemala encontrando una mayor diversidad de los
nematodos en el departamento de Chimaltenango, (N. Garcia 2015) reporto densidades de

20 quistes en 300 cm? de suelo en muestras de la aldea concepcién Palencia Guatemala.
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Finalmente, (Sanchez Pérez, Ruiz Chutan, Berduo Sandoval, & Melgar Valladares, 2020)
realizaron una identificacibn molecular de quistes encontrados en suelos de cinco
localidades del departamento de Quetzaltenango, encontrando la presencia de G.
rostochiensis en los municipios de Concepcién Chiquirichapa, Palestina de los altos, La

Esperanza, San Juan Ostuncalco y San Martin Sacatepéquez.

2.2.3 Descripcion del lugar de investigacion

A. Ubicacion de las zonas de muestreo

Las muestras de suelo evaluadas fueron obtenidas de zonas de cultivo de papa en los
municipios Chiantla y Todos Santos Cuchumatanes del departamento de Huehuetenango,
en los pueblos de la Capellania, Puertas del Cielo, Paquix, Chancol y Climentoro. (figura
4).

B. Condiciones climéticas y zona de vida

El area de estudio se ubica dentro de la zona de vida de bosque pluvial sub andino tropical
basado en la clasificacion de Holdridge, el cual se caracteriza por una precipitacion media
anual entre 1,756 mm y 2,110 mm, con una temperatura media entre los 4 °C y 7 °C, una
evapotranspiracion promedio de 0.21 mm/mm de lluvia. (Pérez Irungaray, Maas Ibarra,
Gandara Cabrera, & Rosito Monzon, 2018).

El area se encuentra en un 74.88 % sin cobertura 0 poca presencia de plantas, alta
presencia de rocas, un 15.41 % de arbustos y matorrales, un 5.04 % cubierto por bosques,
3.70 % con pastizales y apenas un 0.57 % por agricultura anual. (Grupo Interinstitucional de

monitoreo de bosques y uso de la tierra, 2014).
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Figura 4. Mapa de ubicacion de las muestras
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2.2.4 Referencia del estudio de hongos antagonicos para el control de
Globodera

El aislado de hongos antagonicos para los quistes del nematodo Globodera se ha
estudiado muy poco, hasta 1991 se creia que no existia antagonistas flngicos
efectivos para su control hasta que se encontré hongos antagonicos de Heterodera
asociados a los quistes de Globodera (Eberline, Heuer, Vidaly, & Westphal , 2016)
citando a (Crump, 1991).

Actualmente se han encontrado gran variedad de hongos asociados a diferentes
estadios del nematodo del quiste de la papa, los cuales han sido reportados en

diferentes estudios como:

e (Dackman, 1990) realizo una investigacion sobre el alcance del parasitismo de
Septocilindrio, Exophiala, Cylindrocarpon destructans, y Verticillium
suchtasporium, Cladosporium Cladosporoides, asociados a los quistes de
Globodera, basado en su capacidad de penetracion de los huevos por la
produccion de quitinasas y proteasas.

e Posteriormente (Dackman, 1990) aisl6 hongos asociados a los quistes de papa
de Globodera con la intencion de desarrollar un programa de control bioldgico
fungico para los nematodos del quiste, en su estudio consiguid aislar
Plectosphaerella  cucumerina, Paecilomyces lilacinus y  Verticillium
clamydosporium.

e (Eberline et al., 2016) Realizaron aislados de hongos asociado a los estados
juveniles y hembras de Globodera estos consiguieron el aislado de
Cylindrocarpon destructans, Fusarium oxysporum y F. sambucinum. Se
encontré6 que los tres hongos presentaron un control efectivo sobre las

poblaciones del nematodo.

El estudio de la microflora asociada a los quistes de Globodera ha desarrollado en
la actualidad el concepto de los suelos supresores, estos consisten en suelos con

cultivos constantes de una variedad susceptible a los nematodos, elevando las
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densidades de la poblacién causando un des equilibrio en los suelos y propiciando

el desarrollo de hongos antag6nicos como respuesta natural del sistema.

Se han realizado también estudios sobre estos suelos para determinar la dinamica
de los microorganismos, (Eberline, Heuer, Vidaly, & Westphal , 2016) realizaron
procesos de aislado de hongos asociados a los estados juveniles J2 y huevos
provenientes de suelos supresores consiguiendo una gran diversidad de hongos
asociados al nematodo, las mayores poblaciones se atribuyeron a las especies de
Malassezia restricta, M. globosa, M. sympodialis, ademéas se encontraron hongos
del género Colletotrichum, Penicillium, Hirsutella rhossiliensis, Microdochium
bolleyi, etc. Sugiriendo una actividad antagdnica por parte de estos sobre los

quistes.

A nivel mundial la eficiencia de control de diversos hongos nematofagos sobre los
quistes de Globodera, encontrandose entre los hongos mas efectivos Fusarium sp,
T. harzianum, T. virens, P. lilacinus, V. lecani, P. cucumerina (Jacobs , 2000)
(Eberline et al., 2016) (Trifanova, 2010)(Corrion et al., 2012). Con eficiencias de
entre 40.50 % - 48.90 % para Fusarium sp, 49 % - 60 % para T. harzianum, 60 %
para P. cucumerina y hasta 100 % en condiciones in vitro para P. lilacinus.

En Guatemala el Unico reporte de investigaciones para el control de nematodos de
quiste Globodera encontrado a la fecha fue realizado a nivel in vitro con aislados
provenientes del departamento de Quetzaltenango por (Sanchez Pérez, Ruiz
Chutan, Berdiuo Sandoval, & Melgar Valladares, 2020) en esta investigacion
consiguieron aislar hongos de las especies de Paecilomyces lilacinus, Trichoderma
virens y T. harzianum, provenientes de cinco localidades productoras de papa en
Quetzaltenango, determinando eficiencia de control de hasta un 70 % de
parasitismo in vitro para P. lilacinus, 56.67 % para T. virens, y 50 % para T.

harzianum.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Realizar el aislado e identificacibon de hongos antagdénicos de nematodos
formadores de quiste del género Globodera en el en el cultivo de papa en la region

productora de los Cuchumatanes.

3.2 Objetivos especificos

1. Aislar hongos antagonicos del nematodo formador del quiste del género

Globodera, en muestras de suelo de la regidon productora de los Cuchumatanes.

2. ldentificar por medio de técnicas moleculares la especie de los aislados

obtenidos de quistes de Globodera.

3. Evaluar la capacidad antagonica de los aislados basado en la observacion del
crecimiento de los aislados sobre los quistes de Globodera y revision
bibliografica de las especies identificadas.

4 HIPOTESIS

De los diversos hongos antagoénicos a aislar de las muestras de suelo de la region
productora de papa estudiada el hongo Paecilomyces lilacinus es el que presentara
una mejor alternativa de control sobre quistes y huevos del nematodo Globodera
debido a la produccion de enzimas que le permiten degradar la cubierta de los
huevos y quistes.
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5 METODOLOGIA

5.1 Aislado de hongos antagonicos asociados a quistes de Globodera

5.1.1 Recoleccién de muestras

Se utilizaron muestras de suelo de la regién productora de papa de los
Cuchumatanes en los municipios de Chiantla y Todos Santos Cuchumatanes en los
pueblos de Chancol, Paquix, Puertas del Cielo, la Capellania y Climentoro en el
departamento de Huehuetenango con reportes previos de presencia de quistes de
Globodera, estas muestras de suelo fueron obtenidos de proyectos previos de
investigacion desarrollados en el laboratorio de biotecnologia de la Facultad de

Agronomia.

5.1.2 Extraccion de quistes

La extraccién de quistes de las muestras de suelo se realiz6 por medio de la
metodologia propuesta por (Corrion et al., 2012). El cual es a su vez una adaptacion

del método de extraccidén de quistes por flotacion propuesto por (Fenwick, 1940).

e Para esto se tomdé una muestra de 50 g de suelo seco de cada una de las
localidades, dentro de un beacker de 500 ml. (figura 1A).

e Posteriormente se aforo el recipiente con agua y se dejo reposar durante 5 min.

e El sobrenadante se trasladd sobre una columna de tamices de 500 ym y 212
UM, y se recolecto los residuos del tamiz de 212 um con una pistea sobre papel
filtro.

e El material recolectado se dejo secar durante un aproximado de 12 h a 24 h,
hasta observar que se retire el exceso de humedad.

¢ El material colectado y secado se coloc6 dentro de un erlenmeyer de 50 ml, y

se adiciono acetona de grado industrial hasta aforar el cuello del erlenmeyer, se
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dejo reposar por 5 min para permitir que los quistes floten al maximo nivel del
fluido.

e Se colectaron estos con ayuda de un pincel y se dej6é el material nuevamente
sobre un papel filtro y se observé en un estereoscopio para la seleccién
individual de los quistes. (figura 8A).

5.1.3 Aislado de hongos antagénicos asociados a los quistes

Para el aislado de los hongos se tomaron 20 quistes provenientes de cada una de
las localidades, haciendo un total de 100 quistes, seguidamente de cada comunidad
se prepararon 4 grupos de 5 quistes los cuales fueron posteriormente sembrados

en medio de cultivo PDA suplementado con 5 % de penicilina.

Cada grupo de quistes fue colocado en una caja de petri individual con una etiqueta
de su localidad de origen y fueron numeradas de forma correlativa para diferenciar
el numero de grupo de quistes. La siembra se realizé en cruz, colocando en los

vértices de un cuadro imaginario 4 quistes y uno en el centro de dicho cuadro.

Las cajas de petri se sellaron con cinta parafilm, estas se mantuvieron en incubacion
a temperatura ambiente durante 10 dias y se examinaron diariamente para detectar
el desarrollo de micelio. Los hongos crecidos fueron trasladados posteriormente a
cultivos puros de PDA basal para los trabajos posteriores, con una identificacion
previa del lugar de origen del quiste y la repeticion de quiste de donde se extrajo.
(figura 9A).

5.1.4 Seleccion de los aislados por caracteristicas macroscoépicas de la

colonia

De los aislados obtenidos de las placas de cultivo puro, se tomaron Unicamente

aguellos con caracteristicas de crecimiento micelial diferentes basado en los
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criterios para caracterizacion macroscoépica de hongos propuesta por (Salvamani &
Nawawi, 2014) los cuales incluyen, tasa de crecimiento, forma de la colonia, color
al reverso de la placa y frontal, existencia de lineas radiales y formacion de circulos
concéntricos, ademas, se conservo aislados similares provenientes de distintas

localidades.

5.2 Identificacion molecular de los aislados de quistes

5.2.1 Extracciéon del ADN de los aislados

La extraccion del ADN se realiz6 colectando una porcién del micelio desarrollado en
las placas dentro de un tubo de microcentrifuga, esta porcién de ADN se sometio al

proceso de extraccion con el buffer CTAB (Cuadro 2).

Cuadro 2. Composicién de las diferentes soluciones buffer utilizadas en el proceso
de extraccion de ADN.

Solucién Reactivo Concentracién
CTAB 3%
EDTA 20 mM
NacCl 14 M
Buffer CTAB
Tris HCI 1 M 100 mM
PVP 1%
Mercaptoetanol 0.20 %
Tris HCI 1 M 10 mM
TE Buffer
EDTA 1 mM

Fuente: elaboracion propia, 2021.

A la muestra de micelio extraido se le agrego 500 pl de buffer de extraccion CTAB
y se macero la muestra con un micro pistilo hasta observar que no existen residuos
del material visibles en el recipiente, seguidamente la muestra se agito en un vortex

durante un minuto.
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La muestra macerada y agitada se incubo durante una hora a 65 °C en bafio maria,
una vez transcurrido ese periodo se procedio6 a refrigerar la muestra a 10 °C durante

15 min.

Se dejo descongelar la muestra a temperatura ambiente y se centrifugo a 14,000
rpm durante 5 min y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo eppendorf de
1.50 ml. A esta muestra se le adiciono 500 ul de cloroformo mezclado con

isomilpropanol en relacion 24:1 respectivamente y se mezclo por inversion 50 veces.

Esta muestra se centrifugo por 3 min a 14,000 rpm, después de este proceso se
puede observar dos fases siendo una de coloracion obscura y una de color claro, la
fase clara se traslad6é a otro nuevo tubo eppendorf. El uUltimo proceso de
centrifugado anterior se repitié 2 veces para limpiar de mejor manera las muestras
de ADN.

La muestra obtenida del proceso anterior se adiciono con 400 pl de isopropanol y
se mezclo por inversion 50 veces, se centrifugo la mezcla por 3 min a 14000 rpm,
se desech¢ el sobrenadante evitando tirar la pastilla de ADN, esta pastilla se lavo
con etanol al 70 % usando 400 pl y centrifugando por 3 min a 14,000 rpm, se
desecho el sobrenadante, y se dejo el tubo secando por 15 min de forma invertida

sobre papel absorbente.

Para la rehidratacion del ADN se agregdé 50 pl de solucién TE (Cuadro 2) y se incubo
por una hora a temperatura de 65 °C, para finalmente almacenar la muestra a -20

°C hasta su uso.

5.2.2 Identificacion de los aislados por medio de cebadores especificos

Se realizo una identificacion de los hongos aislados usando marcadores especificos
para 3 hongos principales de interés, para el caso de Trichoderma harzianum se
usé el par de cebadores THITS-F2 (5"-CGGGTTTTTTATAATCTGAGCC-3") vy
THITS-R3 (5"-CATTCAGAAGTTGGGTG-3") el cual amplifica un fragmento de 400
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pb como resultado positivo de acuerdo con el protocolo de (Miyazaki, Tsuchiya, &
Okuda, 2009).

Para Trichoderma virens se usO el par de cebadores T1F (5-
CCGTTTGATGCGGGGAGTCTA-3") Y T1R (5"-GGCAAAGAGCAGCGAGGTA-3")
con amplicones de 330 pb como resultado positivo de acuerdo (Chacon & Naranjo
2012).

Finalmente para Paecilomyces lilacinus se empleo el par de cebadores de PaeF
5 CTCAGT TGC CTC GGC GGG AA3)yPaeR (5 GTG CAA CTC AGA GAA GAA
ATT CCG 3°) obteniendo fragmentos de 130 pb amplificados como respuesta

positiva segun el protocolo de (Mullis 1990).

A. Preparacion previa de la muestra

Para poder realizar la identificacion de los aislados usando los cebadores
mencionados anteriormente fue necesario realizar una preparacion previa de las
muestras, para esto se midid la calidad de la muestra de ADN en un
espectrofotometro con una diluciéon de 4 ul de extracto de ADN en 196 ul de TE
como reactivo blanco. Los resultados de concentracion de ADN se utilizaron para

calcular las diluciones respectivas para una concentracion final de 100 ng/ul.

B. Amplificacién de fragmentos con cebadores especificos.

Para la amplificacion se utilizd6 la técnica de PCR usando los cebadores
mencionados anteriormente, la mezcla para la amplificacion de la muestra consistid
en 1 ul de extracto de ADN, 1 pl de cebador A, 1 ul de cebador B, 12 pl de reactivo
gotak 2x mix ® como fuente de nucledtidos y ADN polimerasa, finalmente se aforo
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la mezcla a 20 pl con agua libre de nucleasas. Los tiempos de termo ciclado se

presentan en el cuadro 3 para cada par de cebadores en especifico.

C. Electroforesis y rebelado de gel

Se preparo una placa de gel de electroforesis con TBE al 0.5 Xy 5 % de agar para

electroforesis, esta placa se carg6 con 2 pl de ADN y 2 ul de buffer de carga, se

dej6 correr las muestras durante 1 h a 80 voltios, una vez transcurrido el tiempo se

revelo la placa con bromuro de etidio durante 15 min y se observé la placa bajo luz

ultravioleta.

Cuadro 3. Programa de termociclador para los diferentes cebadores utilizadas.

Cebadores Fase Tiempo  Temperatura Ciclos
Desnaturalizacion inicial 2 min. 94 °C 1
TVIFy Desnellturali.zacién 30s 94 °C 30
TVIR Alineacion 30s 55°C 30
Extension 1 min 72 °C 30
Extension final 10 min 72 °C 1
Desnaturalizacion inicial 1 min 95 °C 1
Desnaturalizacion 30s 95 °C 30
THITS Alineacion 1.5 min 62 °C 30
Extension 2 min 72 °C 30
Extension final 10 min 72 °C 1
Desnaturalizacion inicial 2 min 95 °C 1
Desnaturalizacion 1 min 94 °C 35
PaeF Alineacion 2 min 61 °C 35
Extension 1 min 72 °C 35
Extension final 5 min 72 °C 1

Fuente: elaboracion propia con datos de (Miyazaki, Tsuchiya, & Okuda, 2009), (Chacon & Naranjo
2012), (Mullis 1990).
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5.2.3 Secuenciacion de la region ITS2 para la identificacion de los aislados

obtenidos

Para la identificacion de las especies de los aislados no amplificado con los
cebadores especificos propuestos, se procedera a secuenciacion de la region ITS2
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (Corrion et al., 2012) ,
este proceso de secuenciacion fue trabajado con apoyo de la universidad de Texas.

5.2.4 Anaélisis de la informacion

Las secuencias obtenidas para los aislados de hongos asociados a quistes y huevos
se someteran a una comparacion en los bancos de genes del NCBI (National Center
For Biotechology Information) asignando la secuencia del ITS2 a las especies con
secuencias ITS con identidades de al menos 97 % - 99 % de acuerdo a la hipotesis
de especies (SH) como se define para la base de datos UNITE v6 (Devi ,
Prabhakaran , Kamil , Borah, & Pandey 2012).

Para el caso de la identificacibn de hongos por medio del uso de cebadores
especificos se considerara como positivo la presencia de ampliaciones de las
longitudes definidas para cada especie segun los cebadores utilizados para cada

uno.

5.3 Observacion de la capacidad antagdnica de los aislados

Posterior a 5 dias de incubacion de las cajas de petri, se observo los aislados con
los quistes en un estereoscopio a 10 X para observar el crecimiento de los hongos
sobre los quistes utilizados. Ademas de esto, se realiz6 una revision bibliografica
sobre las especies aisladas con la finalidad de determinar si existen registros de

capacidad antagonica de nematodos.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aislados de hongos antagonicos de Globodera.
Se consiguieron 11 aislados diferentes en total distribuidos en las 5 localidades
evaluadas, siendo 3 aislados en la comunidad de puertas del cielo, 1 en Paquix, 5

Capellania, 1 Climentoro y 1 en el municipio de Chancol. (Cuadro 4)

Cuadro 4. Total, de aislados y codificacion de aislados por lugar de origen.

Comunidad de origen Cantidad de aislados Aislado
12 GP 2B
Puertas del Cielo 3 13 GP 2A.
14 GP 2A.
Paquix 1 23 GP 2A.
31 GP 2A.
33GP 1A.
Capellania 5 33GP 2 A.
34GP 2B
34GP 1B
Climentoro 1 44 GP 3 A
Chancol 1 54GP 1A

En el cuadro 4 se presenta el nUmero de aislados correspondientes a cada localidad
estudiada, la secuencia de letras y numeros en la tercera columna indican el codigo

asignado a los diferentes aislados una vez que se realizo la seleccion.

Se encontré una mayor presencia de hongos antagénicos en la comunidad de la
Capellania con un total de 5 aislados, seguido por la comunidad de Puertas del
cielo con 3 aislados, y siendo para el resto de las muestras Unicamente con un
aislado de cada uno. De acuerdo con (Crump & Flynn, 1995) algunos suelos con

altas tasas de infestacion de los nematodos pueden propiciar el desarrollo de
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hongos antagonicos como mecanismo natural de regulacion, Este tipo de suelos

son usualmente llamados suelos supresores.

De igual forma otras investigaciones como (Stirling, 1988) y (Westphal & Becker,
1999) mencionan que existe un equilibrio entre poblaciones de nematodos
fitoparasitos con respecto a los organismos antagonicos en suelos no perturbados
0 suelos con cultivo continuo de un huésped susceptible. Por tanto, se considera
gue los suelos de Capellania y Puertas del Cielo pueden comportarse como suelos
supresores, debido a cultivos sucesivos del hospedero S. tuberosum y a un manejo

de cultivo que no compromete el equilibrio entre los nematodos y sus antagonistas.

Se considera prudente evaluar en mayor medida estos dos suelos pues en caso de
ser catalogados como suelos supresores representan una fuente importante para el

aislado de cepas de hongos antagonicos de Globodera.

6.1.1 Seleccion de los aislados por caracterizacién macroscoépica de las

colonias

A. Descripcion macroscopica de los aislados

a. Aislado 12 GP 2B

Este aislado tiene un crecimiento circular uniforme, con una tasa de crecimiento
lenta, la colonia es de coloracion naranja en el reverso de la colonia y de color blanco
en la parte superior con una tonalidad rosada degradado en los bordes, se pueden
observar lineas radiales tanto en el reverso de la colonia como en la parte superior.

Es de una textura algodonosa y firme. (figura 4A).



36

b. Aislado 13 GP 2A

El aislado dos tiene un crecimiento circular uniforme, con una tasa de crecimiento
acelerado, la colonia es de coloracion amarilla tanto en la parte superior como en el
reverso, sin presencia de circulos ni lineas radiales, con una textura es purulenta.
(figura 4B).

c. Aislado 14 GP 2A

Este aislado tiene un micelio con crecimiento circular irregular, con una coloracion
moteada en el reverso de la colonia con una tendencia predominancia café mientras
se acerca al inoculo inicial, en la parte superior de la colonia se puede observar dos
tonalidades de color siendo un color café en la parte central de la colonia y color

blanco en el borde, la colonia es de textura algodonosa. (figura 4 C).

d. Aislado 23 GP 2A

El aislado 4 tiene una tasa de crecimiento acelerado, con una colonia de forma
circular, de color blanquecino en el reverso y frente de la colonia, con textura
algodonosa poco compactada, y un circulo hialino circunscrito en el interior de la

colonia. (figura 4 D).

e. Aislado 31 GP 2A

Tiene una tasa de crecimiento medio, con una forma del micelio circular con bordes
ligeramente irregulares, de color blanquecino en el frente y reverso de la colonia,
sin presencia de circulos circunscritos o lineas radiales, de textura lisa poco

algodonosa. (figura 4 E).
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f. Aislado33GP 1A

Tiene una tasa de crecimiento acelerado, con forma circular, una coloracion rosada
en el reverso y frente de la colonia con una tonalidad mas intensa en el centro de la
colonia, de una textura lisa poco algodonosa, con una red de hifas blanquecinas
gue se diluyen desde el centro de la colonia hasta los bordes. (figura 4 F).

g. Aislado 33GP 2 A

Tiene una tasa de crecimiento lento, con una coloracion blanquecina en el frente de
la colonia y naranja en el reverso, de textura algodonosa y consistente, sin presencia
de circulos circunscritos o lineas radiales, con un ligero tono grisaceo en el centro

de la colonia. (figura 5 G).

h. Aislado 34 GP 2B

Este aislado tiene una tasa de crecimiento lento, con una coloracién blanquecina en
la parte frontal de la colonia, la parte reversa de la colonia posee una coloracion
predominantemente verde obscura con un halo blanquecino en los bordes de la
colonia, y una coloracién obscura en el inoculo inicial. Posee una textura algodonosa

y no se observa formacion de lineas radiales. (figura 5 H).

i. Aislado34GP 1B

Este tiene una tasa de crecimiento medio con una colonia de forma circular, de
coloracién café en el reverso de la colonia, con un disco blanco en el borde de la
colonia, en la parte frontal se ve una coloracién blanca con una textura algodonosa.
(figura 51).

j. Aislado 44 GP 3 A

Tiene una tasa de crecimiento lento, con una coloracién blanquecina en el frente de

la colonia y naranja en el reverso, de textura algodonosa y consistente, sin presencia
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de circulos circunscritos o lineas radiales, con un ligero tono grisaceo en el centro

de la colonia. (figura 5 J).

k. Aislado 54 GP 1 A

Esta tiene una tasa de crecimiento acelerado, con una coloracién rosada en el
reverso y frente de la colonia, tiene una forma circular irregular, con textura

esporulada ligeramente algodonosa y poco consistente. (figura 5 K).

Figura 5. Reverso y frontal de las colonias desarrolladas en medio de PDA
obtenidos de las distintas comunidades evaluadas. A. aislado 12 GP 2B, B.
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aislado 13 GP 2A, C. aislado 14 GP 2A, D. aislado 23 GP 2A, E. aislado 31 GP
2A, F. aislado 33 GP 1 A, G. aislado 33 GP 2 A, H. aislado 34 GP 2 B, I. aislado
34 GP 1 B, J. aislado 44 GP 3 A, K. aislado 54 GP 1 A.

6.2 Identificacién molecular de los aislados de quistes

6.2.1 Identificacion de los aislados por medio de cebadores especificos

De los tres cebadores utilizados se obtuvo una amplificacién positiva Unicamente
con el cebador para P. lilacinus. para los aislados 12 GP 2B, 23 GP 1A, 31 GP 2A,
33 GP 1A, 33 GP 2A, 44 GP 3A, lo que se traduce en que estos aislados son
positivos para el hongo P. lilacinus, sin embargo, no se observa una dinamica de
crecimiento micelial similar para los aislados a excepcion de los aislados 12 GP 2B,
33 GP 2Ay 44 GP 3A. Figura 10A.

La ausencia de amplificaciones positivas para los cebadores de T. harzianum y T.
virens se interpretan como ausencia de los hongos en los aislados, sin embargo,
debe considerarse la posibilidad de problemas dentro de las condiciones de la
reaccion de amplificacion puesto que no se contaba con un control positivo para

estandarizar los procedimientos de la reaccion.

6.2.2 Secuenciacion de la region ITS2 e identificaciéon de los aislados

obtenidos

Los aislados cuya identificacion no fue posible por medio de los cebadores utilizados
se determinaron por medio de las secuencias de la region ITS, comparada con la
base de datos del NCBI, de igual forma las amplificaciones positivas para P. lilacinus

se confirmaron con estos resultados. (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Identificacion de los aislados segun resultados de secuenciacion de la

region ITS
Aislado Origen Especie Similitud (NCBI)
12 GP 2B. Puertas del P. lilacinus 99.36 %
cielo
13 GP 2A. Puertas del P. cucumerina 99.23 %
cielo
14 GP 2A. Puertas del T. harzianum 99.45 %
cielo
33 GP 1A. Capellania P. lilacinus 99.36 %
34 GP 2B. Capellania T. harzianum 99.45 %
34 GP 1B. Capellania V. leptobactrum. 98.08 %
44 GP 3A. Climentoro P. lilacinus 99.36 %
54 GP 1 Chancol H. rhossiliensis 99.38 %

En el cuadro 5 se puede observar la especie obtenida segun la identificacién por
secuenciacion de la region ITS, de acuerdo con estos resultados se consiguieron
aislados de Trichoderma harzianum en las localidades de Puertas del Cielo y la

Capellania, lo cual no fue posible por medio de los cebadores especificos.

Como resumen se presenta el cuadro 6 con el codigo de los aislados y las especies
identificadas para cada localidad y cédigos de los aislados. En este cuadro resumen
se puede presentan los aislados cuya identificacion con marcadores especificos no
fue obtenida, sin embargo, los datos de secuenciacion consiguieron exitosamente
identificar, de igual forma se tubos inconvenientes en la amplificacion de la region
ITS para ciertos aislados sin embargo estos si fueron posibles de identificar por

medio de los cebadores especificos.
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De acuerdo a los resultados presentados en el cuadro 5 se pudo observar que no
fue posible identificar la especie T. harzianum por medio de los marcadores
especificos, aun cuando estos si estaban presentes en las muestras segun los datos
de secuenciacién, cabe mencionar que los dos aislados reportados como T.
harzianum poseen una dinamica de crecimiento micelial distinta, esto se atribuye a
una variacion intra especie, o bien a un error en la identificacion al limitarse
Gnicamente a la secuencia ITS, de acuerdo a (Cai & Druzhinina, 2021) la
identificacion de genero para Trichoderma es posible por la secuencia ITS, sin
embargo, la identificacion efectiva de las especies, requiere de las secuencias de
rbp2 y tefl debido a la alta similitud de este género, esto Ultimo igualmente explica

la ausencia de amplificacion con los marcadores evaluados.

Cuadro 6. Resumen de especies identificadas con los marcadores especificos y

resultados de secuenciacion ITS segun lugar de origen y cédigo de los aislados

_ Marcadores Identificacién con Origen de la
Aislado . .

especificos secuencias muestra

12 GP 2B. P. lilacinus P. lilacinus Puertas del cielo
Plectosphaerella _
13 GP 2A. NA . Puertas del cielo
cucumerina

14 GP 2A. NA T. harzianum Puertas del cielo
23 GP 1A. P. lilacinus NA Paquix
31 GP 2A. P. lilacinus NA Capellania
33 GP 1A P. lilacinus NA Capellania
33 GP 2A. P. lilacinus P. lilacinus Capellania
34 GP 2B. NA T. harzianum Capellania
34 GP 1B. NA V. leptobactrum. Capellania
44 GP 3A. P. lilacinus P. lilacinus Climentoro
54 GP 1A. NA H. rhossiliensis Chancol

*NA: no amplificado.
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En el cuadro 6 se puede observar que no fue posible identificar la especie T.
harzianum usando los marcadores especificos, sin embargo, la identificacién por
medio de secuencias de ITS indico la presencia de esta especie en los aislados,
cabe mencionar que los dos aislados reportados como T. harzianum poseen una
dindmica de crecimiento micelial distinta, esto se atribuye a una variacion intra
especie, 0 bien a un error en la identificacion al limitarse Gnicamente a la secuencia
ITS, de acuerdo a (Cai & Druzhinina, 2021) la identificacion de genero para
Trichoderma es posible por la secuencia ITS, sin embargo, la identificacion efectiva
de las especies, requiere de las secuencias de rbp2 y tefl debido a la alta similitud

de este género.

De igual forma se puede confirmar la identificacion molecular por marcadores
especificos para P. lilacinus, puesto que los resultados de secuenciacion reflejaron
la misma especie con una similitud de 99.36 %. Ilgualmente, se observa que 3
aislados identificados como P. lilacinus no fueron posibles de identificar por medio
de la secuencia ITS por problemas con la amplificacién, sin embargo, estos 3
aislados tienen una caracteristica macroscopica distintas de los aislados

confirmados como P. lilacinus.

Esta diferencia macroscopica se atribuye a variaciones genéticas intra especificas
de la especie, de acuerdo a (Haybrig, y otros, 2013) existen reportes contradictorios
de esta especie relacionados a la variabilidad genética P. lilacinus, especialmente
con aislados obtenidos de diferentes origenes, en su estudio encontraban cepas
reportadas como P. lilacinus basados en a las secuencias ITS que no cumplian con
la dinamica de crecimiento micelial caracteristico de esta especie, siendo
unicamente posible generar una distincion de especie usando un andlisis
filogenéticos mas profundo, sugiriendo la especie Purpureocillium lavendulum para

estos aislados.

Basado en lo mencionado anteriormente es posible que existan falsos positivos con
respecto a la identificacion de los aislados como P. lilacinus Uunicamente con los
marcadores utilizados o las secuencias ITS, por lo que puede ser necesario un

analisis mas profundo, si se requiere una identificacion mas precisa.
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Debe tomarse en cuenta también que este tipo de analisis filogenético usando
codigos de barras genéticos como lo describe (Cai & Druzhinina, 2021) y (Marwi &
Domenico, 2013) es un proceso mas riguroso de identificaciébn y con menor riesgo
de error, sin embargo requiere de mayores insumos para su ejecucion y equipo, por
este motivo y ademas que el proceso de identificacion a ese nivel excede los limites

de los objetivos planteados para el ensayo.

Todo lo anterior sumado a que los aislados 12 GP 2B, 33 GP 2A, 44 GP 3A,
concuerdan con la caracterizacibn macroscopica de las colonias descritas por
(Haybrig, y otros, 2013) como consistentes para P. lilacinus. y las recomendaciones
de distintas literaturas sobre la efectividad de la identificacion con ITS. (Baldwin, y
otros, 1995), (Lashermes, Combes, Trouslot, & Charrier, 1997), (Maymon, y otros,
2004) (Marwi & Domenico, 2013) se considera que los resultados de la
identificacion obtenido por los marcadores especificos y secuencias ITS son

efectivos y de apoyo suficiente para el andlisis de este ensayo.

6.3 Observacion de la capacidad antagénica de los aislados

Para esto se observo el quiste en el medio de cultivo en un estereoscopio a 10X
posterior a 5 dias de incubacion, en la figura 6 se puedo observar que los hongos
aislados se desarrollaban efectivamente del quiste sugiriendo una actividad de
asocio entre el hongo aislados y los quistes obtenidos de las diferentes localidades

de muestreo.
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Figura 6. Quiste de Globodera parasitado con uno de los aislados obtenidos.

Se pudo observar que los hongos aislados se desarrollaban efectivamente del
quiste (figura 6) sugiriendo una actividad de asocio entre el hongo aislados y los
quistes cultivados. Ademas el riesgo de crecimiento de hongos superficiales del
quiste se reduce gracias a, que dentro del proceso de extraccion de los quistes se
incluye el uso de acetona, pues algunos estudios como (Raiziss, Severac, &
Moetsch, 1930), mencionan que este reactivo posee ciertas propiedades
germinicidas con un 79 % de éxito, de igual forma (Dadasoglu, y otros, 2011)
menciona igual esta capacidad antimicrobiana usando extractos de acetona de

semillas de O. rotundifoliu.

El principal aislado obtenido fue P. lilacinus, en 4 de las 5 comunidades evaluadas
exceptuado unicamente Chancol. Esta especie tiene una gran cantidad de reportes
sobre su capacidad antagonica sobre quistes de Globodera, destacando algunos
como el de (Corrion , Nufies Sanchez , Nufiez Camargo , & Lopez Lima , 2012),
(Sanchez Pérez, Ruiz Chutan, Berduo Sandoval, & Melgar Valladares, 2020), con
una eficiencia de control in vitro de 100 % para el primero de los estudios y de 57.67
% en el segundo, ademas de ellos existen estudios sobre la eficiencia en campo
como el de (Jacobs , 2000), en este se realiza una aplicaciéon de P. lilacinus en
granulos de alginato reflejando una disminucion del 60 % en el aumento de la

poblacion de quistes de Globodera.

Para el caso de P. cucumerina, existen diversos reportes igualmente de la

capacidad antagonica del hongo destacando investigaciones como los de (Atkins,
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Clark, Sosnowska, Hirsch, & Kerry, 2003) y (Jacobs , 2000) encontrando ambos una
eficiencia de control de las poblaciones en un 60 % mientras que (Hajji, Hlaoua,
Hajer, & Raouani, 2017) reporto una eficiencia de control entre 76 % y 83 % lo que
demuestra ser un potencial agente de control de poblaciones de nematodos de
quiste Globodera. De igual forma (Eberline, Heuer, Vidaly, & Westphal , 2016)
encontraron una alta precencia de este hongo en huevecillos con sintomatologia de
enfermedades, lo que sugiere su capacidad antagonica para los huevecillos de este

nematodo y no unicamente sobre los quistes.

Es importante resaltar en el caso de estudios como el de (Jacobs , 2000) los efectos
de la interaccion en campo de mas de una especie de hongo, pues en este estudio
durante las evaluaciones individuales de P. lilacinus y P. cucumerina, se observaron
resultados similares con un 60 % de disminucion en la tasa de aumento de las
poblaciones de nematodo del quiste en campo. Sin embargo una aplicacion
conjunta de estos hongos redujo significativamente el efecto de la aplicacién. Esto
es importante debido a que se puede observar que en la comunidad de Puertas del
Cielo se cuenta con esta interaccion de forma natural, lo que lo combierte en una
zona de estudio interesante para evaluar la interaccion natural de este conjunto de

hongos.

La segunda especie identificada con mayor presencia en las comunidades
evaluadas fue T. harzianum, este hongo tiene registros de su capacidad antagonica
sobre quistes de globodera a nivel de campo, (Trifanova, 2010) reporta una
eficiencia de 29.60 % a 49.30 %, estos resultados son consistentes con los
reportados por (Sanchez Pérez, Ruiz Chutan, Berdlo Sandoval, & Melgar
Valladares, 2020) a nivel in vitro con un 50 % de eficiencia, este aislado se encontro
de igual forma en las dos localidades con una mayor cantidad de aislados que son

Puertas del cielo y la Capellania.

Se considera importante evaluar el comportamiento conjunto de estos hongos en
las localidades de origen ya que al ser estos con una alta tasa de control reportada

individualmente podrian ser utilizados en aplicaciones conjuntas, ya que contrario a
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los que sugieren los los resultados de (Jacobs , 2000), si se observa un asocio

natural de estas cepas, para la localidad de Puertas del Cielo y la Capellania.

Para H. rossoliensis se encontraron registros de aislados de huevecillos enfermos
de nematodo Globodera como el de (Eberline, Heuer, Vidaly, & Westphal , 2016),
estos encontraron un alto numero de secuencias asociadas a este hongo aislados
de huevos enfermos provenientes de suelo suelos de la region de Chabornay en
Idaho, sugiriendo que existia cierta participacion de este hongo sobre la
sintomatologia encontrada de los huevecillos, sin embargo, no se cuenta con
registros de la eficiencia de control de este hongo sobre los quistes o huevos de
Globodera. Por otra parte si se encuentran reportes de su capacidad nematofaga
en nematodos de quiste del genero Heterodera, controlando casi en su totalidad las

poblaciones de nematodos existentes (Chen & Xingzhong, 2005),

Esto ultimo supone una capacidad nematofaga del hongo sobre nematodos
formadores de quiste, lo que a su vez sugiere que existe una capacidad de control
sobre quistes de Globodera, ya que como se reporta por (Crump, 1991), hongos
con capacidades antagoOnicas sobre Heterodera se han encontrado parasitando

quistes de Globodera anteriormente.

Finalmente, para el caso de los aislados de V. leptobactrum se tienen reportes de
su capacidad como nematofagos principalmente en Meloidogyne incognita
(Regaieg, Ciancio, Horriegue, Grasso, & Rosso, 2010), ademas se encuentran
reportes de un nivel de control para G. pallida como el de (Hajji, Hlaoua, Hajer, &

Raouani, 2017) donde se encontré una capacidad de control de 61 % a 66 %.

Aunque los distintos reportes de la capacidad antagonica de los hongos aislados en
este ensayo, sugieren que pueden ser utilizados como agentes de biocontrol, tal
hipotesis no se ha comprobado a profundidad, por lo que se sugiere realizar las
evaluaciones correspondientes a nivel in vitro y campo para confirmar esta
capacidad, pues en caso de comprobarse dicha hipotesis su uso en las zonas de
cultivo cercanas a la ubicacién de los muestreos podria ser de gran importancia ya
gue como menciona (Eberline, Heuer, Vidaly, & Westphal , 2016) un microbioma

especifico adaptado a las condiciones microambientales del nicho de las
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poblacionde de Globodera permitiria manejar las densidades poblacionales y
conseguir una supresion de este nematodo y por tanto la produccion sostenible del

cultivo de papa S. tuberosum.
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CONCLUSIONES

Los suelos con mayor cantidad de aislados distintos obtenidos fueron La
Capellania y Puertas del Cielo con 5 y 3 aislados respectivamente, lo que

sugiere un comportamiento de suelos supresores.

Se identificaron 5 especies de hongos siendo estas P. lilacinus, T. harzianum,
V. leptobactrum, H. rhossiliensis, P. cucumerina en las 5 comunidades

evaluadas siendo la de mayor frecuencia P. lilacinus seguido por T. harzianum.

Se observo el crecimiento inicial de los aislados a partir de los quistes extraidos
de las muestras de suelo evaluadas, lo que junto a la revision bibliografica de
las especies identificadas sugieren una capacidad antagénica de dichos

aislados sobre los quistes de Globodera.
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8 RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar las evaluaciones correspondientes a nivel in vitro y
campo para confirmar la capacidad antagonica de los aislados obtenidos en
este ensayo y cuantificar su eficiencia de control, con la finalidad de incluirlos

dentro de programas de biocontrol del nematodo del quiste de la papa.

2. Realizar un andlisis mas profundo sobre la dinamica microbiolégica en los
suelos de La Capellania y Puertas del Cielo, ya que en estos se observo la
presencia de una mayor cantidad de hongos antagonicos, sugiriendo una
dinamica de tipo supresor, lo cual puede ser de gran importancia para la
obtencion de aislados con mayor potencial de control en la zona de produccion

0 regiones con microclimas similares.

3. Se recomienda realizar un analisis filogenético mas profundo para los aislados
de P. lilacinus y T. harzianum obtenidos debido la discrepancia de la dindmica
de crecimiento micelial observada con respecto a los resultados de
identificacion molecular, con la finalidad de descartar errores en la identificacion

producto de la estrecha relacion entre estas especies y otras del mismo género.
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10 ANEXOS
Anexos 1. Secuencia de los aislados obtenidos

l. 12 GP 2B
TTACCTCAGTTGCCTCGGCGGGAACGCCCCGGCCGCCTGLCCCLCLCGLGLLCGE
CGCCGGACCCAGGCGLCCCG
CCGCAGGGACCCCAAACTCTCTTGCATTACGCCCAGCGGGCGGAATTTCTTC
TCTGAGTTGCACAAGCAA
AAACAAATGAATCAAAACTTTCAAGCAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGCA
TTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTTCAACCCTCGAGCCCCCCCG
GGGGCCTCGGTGTTGGGGG
ACGGCACACCAGCCGCCCCCGAAATGCAGTGGCGAGCCCCGLCCGCAGLCCTC
CCCTGCGTAGTAGCACACAC
CTCGCACCGGAGCGCGGAGGCGGTCACGCCGTAAAACGCCCAACTT.

m. 13 GP 2A

AAGGATCATTACTGAGTACTACACTCTCTACCCTTTGTGAACTATTATACCTGT
TGCTTCGGCGGCGCCC
GCGAGGGTGCCCGCCGGTCTCATGCAGAATCTCTGTTTTCGAACCCGACGAT
ACTTCTGAGTGTTCTTAGC
GAACTGTCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAACGCGATA
TGTAATGTGAATTGCAGAAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACACT
GGCGCCTTCCAGTATCCTG
GGAGGCATGCCTGTCCGAGCGTCGTTTCAACCCTCGAGCCCCTGTGGCCCG
GCGTTGGGGATCTGCCACG
GCAGGCCCCTAAAACCAGTGGCGGACCCGAAGGCCCTCTCCTTTGCGCAGT
AGCATCAGCCTCGCATTGG
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GATCCCTCGGCGTCCTGCCTCTAAACCCCCCACAAGTCCGCTGLCLCGGLCGGC
ACCAAGGTTGACCTCGGATC
AGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA

n. 14 GP 2A

TGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGC
GCCCGCCGGAGGACCAACCA
AAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTGAGCCGTTCTCG
GCGCCTCTCGTAGGCGT
TTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCGCCAGT
ATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAATCCCCTCC
GGGGGGTCGGCGTTGGGGA
TCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTACTCGC
CGCAGCCTCTCCTGCGCAGT
AGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACC
CAACTTCTGAAATGTTGAC
CTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGGAG
GAAA

0. 33GP 2A
TTACCTCAGTTGCCTCGGCGGGAACGCCCCGGCCGLCCTGLCLCLCLCCGLGLLCGG
CGCCGGACCCAGGCGCCCG
CCGCAGGGACCCCAAACTCTCTTGCATTACGCCCAGCGGGCGGAATTTCTTC
TCTGAGTTGCACAAGCAA
AAACAAATGAATCAAAACTTTCAAGCAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGCA
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TTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTTCAACCCTCGAGCCCCCCCG
GGGGCCTCGGTGTTGGGGG
ACGGCACACCAGCCGCCCCCGAAATGCAGTGGCGAGCCCCGCCGCAGCCTC
CCCTGCGTAGTAGCACACAC.

p. 34 GP 2B
TGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGC
GCCCGCCGGAGGACCAACCA
AAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTGAGCCGTTCTCG
GCGCCTCTCGTAGGCGT
TTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCGCCAGT
ATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAATCCCCTCC
GGGGGGTCGGCGTTGGGGA
TCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTACTCGC
CGCAGCCTCTCCTGCGCAGT
AGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACC
CAACTTCTGAAATGTTGAC
CTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGGAG
GAAA.

g. 34GP1B
GTTATTCAACTCCCAAACCCTATGTGAACTTACCACTTGTTGCTTCGGCGCGC
GCTTCGGCGCCGCCGAG
GACACTTAAACTCTTTGTTTTTATAAGCATTTCTGAGTGGCCGAAAGGCAAAAA
TACAAATGAATCAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCA
TTCTGGCGGGCATGCCT



65

GTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAGCCCGACTCTTCGGAGGACGGCTCGGC
GTTGGGGGACGGCAGACT
CCCCCCGGCATCTCGCCGGGGACGCCGCCCCCGAAATTTAGTGGCGGCCCT
CCAAGGCGACCTCTGCGTA
GTAACTTGTTCTCGCACCGGAAAGCTCAGAGCAGCCACTCCGTAGAACCCCA
ACTTTTTTTAGGTTGACC

GCCAATCACGTACGACTACCCGACTGAACTTA.

r. 44GP3A
TTACCTCAGTTGCCTCGGCGGGAACGCCCCGGCCGCCTGLCLCCLCCGLGLLCGE
CGCCGGACCCAGGCGCCCG
CCGCAGGGACCCCAAACTCTCTTGCATTACGCCCAGCGGGCGGAATTTCTTC
TCTGAGTTGCACAAGCAA
AAACAAATGAATCAAAACTTTCAAGCAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGCA
TTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTTCAACCCTCGAGCCCCCCCG
GGGGCCTCGGTGTTGGGGG
ACGGCACACCAGCCGCCCCCGAAATGCAGTGGCGAGCCCCGLCCGCAGLCCTC
CCCTGCGTAGTAGCACACAC
CTCGCACCGGAGCGCGGAGGCGGTCACGCCGTAAAACGCCCAACTT.

Ss. 54 GP 1A
ACCACACACGTTGCCTCGGCGGGACCGCCCCGGLCGLCLCCTCGLCGGLCCCGGA
CCAAGGCGCCCGCCGGAGGA
CCACCAGACTCTCCTGTCGCAGTGGAATTTCTCTCCGAGCTCAAGCAAGCAA
AATGAATCAAAACTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAA
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TTTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTACTCTGG
CGGGCATGCCTGTCCGA
GCGTCATTTCAACCCTCGAGCCCGTCTCGGGTGTTGGGGGCCCCACGGCCG
CGAGGCCGCCCCCGAAATGC
ATTGGCGACCCCGCCGCGGCCTCCCCTGCGCAGTAGCTACCCAGAGAACCT
CGCACCGGAAACGCGGAGGC
GGTCACGCCGTAAAACAACTCTCCTCCTGGAAGTTGACCTCGGATCAGGTAG
GGATA.

Figura 7A. proceso de extraccion de quistes por flotacién, a: inmersion de suelo en

agua para flotacién de quistes, b. filtrado de sobrenadante y secado de muestra.
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Quiste de
Globodera

Figura 8A. Quiste de Globodera extraida de una muestra de suelo vista en

estereoscopio

Figura 9A. Cultivos puros de hongos obtenidos de las diferentes muestras de suelo

evaluadas.
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Figura 10A. Revelado de gel de electroforesis para el cebador PeaF y PeaR, catrril
1 marcador de peso, carril 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 correspondientes a amplificaciones
positivas para P. lilacinus. En los aislados de cédigo 12 GP 2B, 23 GP 1A, 31 GP
2A, 33 GP 1A, 33 GP.
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