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COLONIZACION ENDOFITICA DE BEAUVERIA, METARHIZIUM Y
TRICHODERMA EN FRUTILLA Y SU POTENCIAL PARA EL CONTROL DE
FUSARIUM OXYSPORUM.

ENDOPHYTIC COLONIZATION OF BEAUVERIA, METARHIZIUM AND
TRICHODERMA IN STRAWBERRY AND ITS POTENTIAL FOR THE CONTROL
OF FUSARIUM OXYSPORUM.

Palabras indice adicionales: Endoéfitos, biocontrol, marchitez vascular,
necrosis raiz y corona, Fragaria * ananassa.

RESUMEN

El cultivo de frutilla (Fragaria x ananassa) en Chile enfrenta problemas
fitosanitarios, causados por microorganismos patégenos del suelo que afectan
las raices y el cuello de las plantas, reduciendo la absorcion de agua y nutrientes.
Entre los hongos mas frecuentes destacan Phytophthora, Fusarium, Verticillium,
y Rhizoctonia, que generan importantes pérdidas economicas. El control
convencional se basa en agroquimicos, lo que impulsa buscar alternativas
sostenibles. Se evalud el uso de hongos endofitos como agentes de biocontrol
en plantas de frutilla cv. Albidon contra Fusarium oxysporum, mediante la
aplicacién de cepas de Beauveria peruviensis, Metarhizium brunneum y
Trichoderma spp. De nueve cepas estudiadas, un 55 % logré colonizar
endofiticamente las plantas. B. peruviensis RGM 547 y 570 present6 la mayor
colonizacion, mientras que M. brunneum RGM 447 y 3264 obtuvo resultados
intermedios y Trichoderma inhamatum JFD1 6C1 la menor colonizacién. Sin
embargo, Trichoderma RGM 3476 destacd por su capacidad de inhibir Fusarium
en ensayos in vitro, mientras que en condiciones in vivo las cepas RGM 3476 y
RGM 547 lograron reducir significativamente la severidad de la enfermedad. Los
resultados indican que las cepas RGM 547, RGM 570 y RGM 3476 son

prometedoras para incorporarse en un manejo integrado y sostenible del cultivo.

SUMMARY

The cultivation of strawberries (Fragaria x ananassa) in Chile faces phytosanitary



problems caused by soil-pathogenic microorganisms that affect the root and neck
of the plants, reducing water and nutrient absorption. Among the most common
fungi that cause significant economic losses are Phytophthora, Fusarium,
Verticillium, and Rhizoctonia. Conventional control methods rely heavily on
agrochemicals, so there is a clear need for sustainable alternatives. The use of
endophytic fungi against Fusarium oxysporum in strawberry plants cv. Albion was
evaluated by inoculating strains of Beauveria peruviensis, Metarhizium
brunneum, and Trichoderma spp. Of the nine strains studied, 55 % were able to
colonize the plants endophytically. Beauveria peruviensis RGM 547 and 570
showed the highest colonization rates, whereas Metarhizium brunneum RGM
447 and 3264 produced intermediate results, and Trichoderma inhamatum JFD1
6C1 showed the lowest colonization percentage. However, Trichoderma RGM
3476 stood out for its ability to inhibit Fusarium in vitro. In vivo, strains RGM 3476
and RGM 547 significantly reduced disease severity. These results suggest that
the RGM 547, RGM 570, and RGM 3476 strains are promising candidates for

inclusion in sustainable and integrated crop management programs.

INTRODUCCION

La frutilla (Fragaria x ananassa Duch), pertenece a la familia de las Rosaceas
del género Fragaria, es producto del cruzamiento entre Fragaria chiloensis L.y
Fragaria virginiana Duch. (Bafados et al., 2015). Es una planta perenne
estolonifera, de pequefa altura, que es cultivada para la produccion de frutos,
los que son altamente apreciados por los consumidores por su delicado sabor,
agradable aroma y color rojo intenso (ONUDI, 2015).

La produccion de frutilla en Chile representa un sector agricola de gran
relevancia tanto a nivel nacional como internacional. En los ultimos anos, la
superficie cultivada ha experimentado un crecimiento constante, alcanzando
actualmente alrededor de 1.000 hectareas distribuidas principalmente en las
regiones de O’Higgins, Maule y Metropolitana. Estas regiones concentran la
mayor parte de la produccion debido a sus condiciones agroclimaticas favorables
para el desarrollo del cultivo (Mufioz, 2025). Entre los cultivares predominantes
de frutilla se encuentran ‘Camarosa’, ‘Albion’, ‘Monterrey’, ‘Seascape’ y ‘Selva
F1’, las cuales han sido seleccionadas para adaptarse a las diversas condiciones

climaticas y productivas de Chile. Los rendimientos promedio varian segun el



tipo de productor, alcanzando hasta 40.000 kg ha™' en predios orientados a la
agroindustria, mientras que los pequefios agricultores obtienen entre 28.000 y
30.000 kg ha' (Portal Fruticola, 2023).

Chile se ha posicionado como uno de los principales exportadores mundiales
de frutilla congelada, con un crecimiento significativo en los ultimos ciclos
agricolas, consolidando su presencia en los mercados internacionales.
Paralelamente, la frutilla mantiene una alta demanda en el mercado interno,
especialmente durante la temporada estival, donde su consumo se diversifica en
productos frescos y procesados (Portal del Campo, 2023).

La frutilla es altamente susceptible al ataque de diversos patégenos que
afectan distintos 6rganos de la planta, como las hojas, peciolos, corona y frutos.
Su incidencia varia de un afo a otro, principalmente en funcién de las practicas
de manejo implementadas. Estas afecciones generan una disminucion
significativa en la produccion y calidad de los frutos, por lo que resulta
fundamental establecer estrategias efectivas de prevencion y control (Obregén
et al., 2020). Se ha observado que algunas pueden reducir drasticamente el
rendimiento en el segundo afo de cultivo, debido al debilitamiento general de las
plantas ocasionado por un complejo de hongos del suelo, responsables de la
pudricion de las raices y la corona (ONUDI, 2015). Dentro de este grupo destaca
Fusarium oxysporum, un patégeno de amplia distribucion y variabilidad genética,
en el que se han descrito mas de 120 formas especiales. Estas se definen en
funciéon del hospedante especifico que infectan. A su vez, cada forma especial
puede dividirse en diferentes razas, las cuales se diferencian por su capacidad
para infectar distintos haplotipos o variedades dentro de la misma especie
hospedante (Retana et al., 2018).

Las especies del género Fusarium tienen conidiéforos simples, delgados
raramente ramificados, en general producen dos tipos de conidios que se forman
a partir de una célula conididégena llamada monofidlide, o algunas especies
pueden producir polifidlides. Los microconidios son unicelulares, pueden tener
uno o dos septos, son de forma ovoide, globosa, piriforme o napiforme; nacidos
en falsas cabezas o en cadenas a partir de una célula conidiégena. El
macroconidio es tipico del género, en algunos casos su morfologia es suficiente
para su identificacién. Tiene una forma de canoa, con una curvatura ventral bien

marcada, espora septada con célula apical y célula basal que pueden estar en



forma puntiaguda a encorvada, en forma de pie (Ekwomadu et al., 2023; Retana
et al., 2018). La mayoria de las especies del género Fusarium producen una
estructura de resistencia llamada clamidospora, la cual puede permanecer en
latencia en el suelo hasta por mas de 40 afos. Las clamidosporas se
caracterizan por tener una pared conidial gruesa; pueden estar solitarias, en
pares, agrupadas o en cadenas (Fernandez et al., 2020)

Se han desarrollado diversas estrategias de control quimico y cultural para
este patdgeno, sin embargo, estas estrategias tienen poca eficacia en las
patologias causadas por Fusarium, ya que produce clamidosporas, inhibidores
volatiles y antibiéticos altamente resistentes (Ajmal, et al., 2022). Dentro de las
estrategias culturales recomendadas incluyen la eliminacion de plantas
infectadas para reducir el indculo presente en el suelo, la rotacion de cultivos con
especies no hospedantes, y evitar el establecimiento de nuevas plantaciones de
frutilla en terrenos donde ya se han registrado brotes severos de marchitamiento
por Fusarium. Asimismo, es fundamental evitar el exceso de nitrégeno en la
fertilizacion y establecer zonas de lavado y desinfeccién para herramientas,
equipos, vehiculos y maquinaria que transitan por los cultivos. Para este
proposito se recomienda el uso de hipoclorito de sodio al 3 % o amonio
cuaternario al 10 % (Henry, 2023). Por su parte, en el control quimico se utilizan
fungicidas sistémicos, entre los cuales destacan los benzimidazoles, como el
Benomil, Carbendazim, Tiabendazol y Tiofanato de Metilo. No obstante, se ha
senalado que estos productos podrian tener efectos mutagénicos sobre las
plantas, ademas de favorecer el desarrollo de cepas resistentes del patdgeno
(Villa-Martinez et al., 2014). El uso intensivo de plaguicidas de sintesis para el
control de plagas y patdogenos en los sistemas agricolas ha generado
importantes costos ambientales, entre los que se incluyen la disminucién de
fauna benéfica, la pérdida de biodiversidad y efectos adversos en la salud
humana, como intoxicaciones en agricultores y habitantes cercanos a las zonas
de cultivo (Salgado, 2015; Lépez et al., 2022).

El control bioldgico constituye una estrategia fundamental dentro del manejo
integrado de plagas y enfermedades, basada en el empleo de microorganismos
o de sus metabolitos secundarios para la proteccién de los cultivos (Galindo et
al., 2023). Entre los principales biocontroladores se destacan bacterias como

Pseudomonas fluorescens y diversos hongos enddfitos (Vasquez et al., 2017).



En este sentido, el uso de agentes microbianos endéfitos se perfila como una
alternativa sostenible y eficaz para el manejo de enfermedades en plantas. Los
endofitos son microorganismos capaces de colonizar los tejidos internos de las
plantas sin provocar efectos negativos aparentes o inmediatos en sus
hospedantes (Garcia, 2022). Estos microorganismos pueden completar parte o
la totalidad de su ciclo de vida dentro de la planta, estableciendo una asociacion
simbidtica de protocooperaciéon que resulta en un beneficio mutuo (Vielma,
2020). Los enddfitos se encuentran asociados a la mayoria de las especies
vegetales, estando presentes de manera natural en los ecosistemas (Garcia,
2022). En esta interaccion, la planta proporciona al hongo alimento y un habitat,
mientras que el hongo contribuye a que la planta tolere estreses abidticos, resista
plagas y enfermedades, ademas de promover su crecimiento (Barra et al., 2020).
Un ejemplo de lo anterior, lo constituyen los hongos del género Trichoderma, los
cuales se caracterizan por su accion antagonista frente a patégenos y por su
capacidad para inducir mecanismos de defensa en las plantas. Este género ha
sido ampliamente estudiado y es reconocido por su eficacia para inducir
resistencia en las plantas hospedantes, lo que los posiciona como agentes de
biocontrol de uso frecuente en la agricultura, especialmente en el manejo de
enfermedades causadas por fitopatdogenos (Medina, 2016; Sharma et al., 2023).
Estos hongos actuan como probidticos, promoviendo el crecimiento de las
plantas a través de diversos mecanismos. Ademas, su accién como saprofitos
les permite descomponer la materia organica, contribuyendo asi al proceso de
nutricion vegetal mediante el incremento en la disponibilidad de macro y
micronutrientes, asi como en la mejora de la absorcién de agua por parte de las
plantas (Basto et al., 2023; Cortés et al., 2023)

Distintas especies del género Beauveria por su parte, se han reportado como
enddfitos y antagonistas de enfermedades en plantas, ocasionadas no solo por
hongos, sino también por bacterias y virus. La proteccion que estos enddfitos
otorgan frente al ataque de patdgenos se debe a la accion de mecanismos
directos, como la competencia por espacio y nutrientes, el parasitismo y la
produccion de compuestos antimicrobianos (antibiosis), asi como a mecanismos
indirectos, entre los que destaca la induccidon de respuestas de defensa en la
planta hospedera (Barra, 2020; Lopez et al., 2022). Por otro lado, Metarhizium

es un género fungico ampliamente reconocido por sus multiples funciones, tanto



como hongo entomopatégeno utilizado en el control biolégico de plagas de
insectos, como por su capacidad de establecer relaciones simbidticas con las
plantas. Diversos estudios han demostrado el potencial de Metarhizium para
favorecer el crecimiento y desarrollo de las especies vegetales, ya que este
hongo coloniza las raices de las plantas de manera endofitica (Picardal et al.,
2019). Esta interaccién planta-hongo permite un intercambio de nutrientes que,
a su vez, contribuye a mejorar la tolerancia de las plantas a condiciones
ambientales adversas, como la sequia, asi como a enfermedades causadas por
distintos microorganismos (De Ledn Caceres et al., 2018).

Los enddfitos actuan sobre otras especies microbianas a través de
mecanismos directos como la competencia, antibiosis y micoparasitismo, e
indirectamente mediante la induccion de resistencia, activando asi el sistema de
defensa de la planta para resistir la enfermedad (Akram et al., 2023). La
competencia constituye un mecanismo fundamental mediante el cual los hongos
enddfitos impiden la colonizacion de los tejidos del huésped por parte de
patdogenos. Estos microorganismos presentan la capacidad de colonizar los
tejidos vegetales tanto de forma local como sistémica, aprovechando los
nutrientes disponibles y ocupando el espacio, lo que genera un ambiente hostil
para el establecimiento y desarrollo de los patdgenos. Es relevante sefialar que
los mecanismos de competencia no suelen actuar de manera aislada, sino que
se integran y potencian con otros mecanismos de defensa inducidos por el
enddfito. Dado que la mayoria de estos mecanismos ejercen efectos directos
sobre los patdégenos, la colonizacién sistémica por parte de un microorganismo
se vuelve un factor determinante para lograr un antagonismo eficaz (Adeleke et
al., 2022; Akram et al., 2023; Arshad et al., 2024). La resistencia sistémica
inducida (ISR por sus siglas en inglés), se encuentra comunmente regulada por
las vias de sefalizacion del etileno o del acido jasmodnico, y se caracteriza por
no involucrar la regulacion positiva de las proteinas relacionadas con la
patogenicidad (PR). En contraste, la resistencia sistémica adquirida, (SAR por
sus siglas en inglés), suele estar asociada a la infeccidén por patégenos y esta
mediada principalmente por el acido salicilico, lo que conlleva, ademas, la
acumulacién de proteinas PR. Estas proteinas incluyen diversas enzimas, como
quitinasas y 3-1,3-glucanasas, que actuan disolviendo directamente las paredes

celulares de los patégenos invasores y reforzando las estructuras de la pared



celular de la planta, lo que contribuye a su capacidad de resistir la infeccion y
limitar la muerte celular. Cabe destacar que la induccién de resistencia sistémica
mediada por hongos enddfitos también puede estar relacionada con el aumento
en la expresion de genes asociados a la patogénesis, lo que sugiere que los
enddfitos pueden activar tanto vias dependientes como independientes de
proteinas PR, contribuyendo de manera integral a la defensa de la planta
(Arshad et al., 2024. Bhardwaj et al.,2023)

El micoparasitismo representa otro mecanismo empleado por los hongos
enddfitos para proteger al huésped, al atacar de manera directa a los patégenos
fungicos o a sus estructuras de propagacion. Este proceso implica la capacidad
de los endofitos de penetrar las hifas de los hongos patégenos y destruir sus
paredes celulares mediante procesos de lisis celular, que conduce a la inhibicion
o eliminacién del patégeno. El mecanismo puede dividirse en cuatro etapas. Las
dos primeras corresponden al reconocimiento del hongo patégeno por parte del
enddfito y al crecimiento quimiotrépico del micelio del endofito en direccidn al
patdgeno, posteriormente, se produce el contacto fisico directo entre ambos
hongos, seguido de la penetracién de las células fungicas del patégeno por parte
del enddfito, lo que culmina en la degradacion de su pared celular y su
consecuente destruccién. Esto contribuye a limitar la proliferacion de patégenos
y representa una estrategia eficaz de biocontrol en sistemas agricolas (Leon et
al., 2022; Akram et al., 2023).

La antibiosis es un mecanismo mediante el cual los hongos endéfitos
protegen a las plantas al producir metabolitos secundarios con propiedades
antifungicas y antibacterianas, que inhiben el desarrollo de patégenos. Dentro de
los metabolitos con actividad antimicrobiana reportados en hongos enddfitos se
incluyen péptidos, flavonoides, quinonas, fenoles, alcaloides, esteroides,
policétidos y terpenos, todos ellos con potencial para ser utilizados en estrategias
de biocontrol (Nehra et al. 2022; Akram et al., 2023)

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la capacidad de colonizacion
endofitica de cepas de los hongos Beauveria, Metarhizium y Trichoderma en
plantas de frutilla y determinar su potencial para el control de Fusarium
oxysporum en la pudricion de raices y corona. Mediante esta investigacion se
busca aportar al desarrollo de estrategias sostenibles para el manejo de

enfermedades en este cultivo, ofreciendo alternativas viables y ecologicas que



contribuyan a reducir el uso de productos quimicos en la agricultura.

MATERIALES Y METODOS
Inoculacién y colonizacién endéfita de cepas de hogos de los géneros
Beauveria, Metarhizium y Trichoderma en frutilla.

Se utilizaron nueve cepas de hongos benéficos pertenecientes a la coleccion del
(BRGM) del

Investigaciones Agropecuarias, INIA. Tres cepas corresponden al género

Banco de Recursos Genéticos Microbianos Instituto de

Beauveria, tres a Metarhizium y tres a Trichoderma (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas seleccionadas del BRGM de INIA con multiples origenes

utilizadas para ensayos de colonizacion.

Cddigos Especies Localizacion de muestra | Origen

cepas

RGM 547 | Beauveria Santa Barbara, Region | Suelo pradera
peruviensis del Biobio, Chile. natural

RGM 570 | Beauveria Molina, Regién del Maule, | Suelo Vitis vinifera
peruviensis Chile.

RGM 644 | Beauveria Icalma, Region de La | Pasto de pradera
peruviensis Araucania, Chile natural

RGM 447 | Metarhizium Vallenar, Region de | Pasto de pradera
brunneum Atacama, Chile natural

JFD1_6C1 | Metarhizium sp. | Robinson Crusoe, Region | Suelo bajo Fagara

de Valparaiso, Chile mayu

RGM 3264 | Metarhizium Parral, Region del Maule, | Pasto de pradera
brunneum Chile natural

RGM 3477 | Trichoderma Robinson Crusoe, Region | Sustrato bajo
inhamatum de Valparaiso, Chile Nothomyrcia

fernandeziana

RGM 3476 | Trichoderma Robinson Crusoe, Regién | Suelo bajo Ugni
inhamatum de Valparaiso, Chile molinae

JFD1 61 Trichoderma Robinson Crusoe, Region | Suelo  rizosferico
sp. de Valparaiso, Chile bajo Azara serrata

Para la inoculacion de las cepas se realizé un rayado con asa estéril al centro de
la placa de Petri, en medio de cultivo agar papa dextrosa (APD) mas 0,025 g L
de cloranfenicol. Las cepas se inocularon por 10 dias en camaras de crecimiento
en oscuridad a temperatura de 24 + 2 °C. Terminando ese periodo, se prepararon
in6culos de cada cepa suspendiendo los conidios en tubos de ensayo
previamente esterilizados, los cuales contenian agua destilada estéril y Tween

20 (0,01 %), este proceso se realizé6 en gabinete de bioseguridad. Luego, se



contaron conidios obtenidos en camara de Neubauer y se ajustaron a
concentraciones de 1 x 107 conidios mL-".

Se utilizaron macetas de 500 mL con sustrato compuesto por perlita, turba,
compost y vermiculita (2:2:2:1), previamente esterilizado en dos ocasiones a 120
°C por una hora y 793 kPa. A continuacion, se establecié una planta de frutilla
del cultivar Albién por cada maceta y fueron mantenidas en invernadero por 10
dias. Luego, las plantas se separaron en dos grupos; plantas inoculadas con 15
mL de solucion en las hojas y plantas inoculadas a través del sustrato con una
suspension de en forma 1x 107 conidios mL™", se mantuvieron por 20 dias mas
en las condiciones antes descritas. Se regaron con 15 mL de agua destilada
estéril cada 4 dias, con una temperatura que oscilaba entre 28 a 30 °C y un
fotoperiodo de 13 h de luz y 11 h de oscuridad. Transcurridos 20 dias se
extrajeron las plantas de las macetas sin daiar las raices y se lavaron con agua
potable para lograr extraer la mayor cantidad de residuos. A continuacion, en
gabinete de bioseguridad, se procedié a separar cada estructura de la planta,
mediante cortes en raiz y hojas. Los tejidos fueron desinfectados en etanol 70 %
por 20 segundos, luego el hipoclorito de sodio 1,5 % durante 3 min, nuevamente
en etanol 70 % por 20 s y finalmente se realizaron cinco enjuagues en agua
destilada estéril de un minuto cada uno, se dejaron sobre papel absorbente
estéril para su secado. Finalizada la desinfeccion se realizaron 10 cortes por
estructura, para el caso de las raices y tallos se cortaron trozos 8 mm de largo y
las hojas en discos de 5 mm, los que se distribuyeron en placas de Petri con
medio de cultivo agar noble (Difco) al 1 % mas 0,025 g L-! de cloranfenicol. Las
placas se incubaron en camara de crecimiento en oscuridad a 24 + 2 °C durante
30 dias y a partir del quinto dia se realizaron observaciones para determinar la
colonizacion enddfita (micelio del hongo emergiendo sobre el interior del tejido)
(Ortiz et al., 2021). De 10 y 15 dias después se realizaron nuevas observaciones
con el fin de hacer seguimiento al crecimiento del hongo. Para descartar
contaminacion en el proceso de desinfeccion se realizaron dos controles, en el
primer control se tomd una alicuota del ultimo lavado en agua destilada estéril y
se inocul6 sobre APD. Para segundo control, se tom6 un trozo de hoja, tallo y
raiz y se imprimié una cara sobre una placa de Petri con APD. Se llevaron a
camara de crecimiento a 24 + 2 ° C en oscuridad por 5 dias.

Este mismo procedimiento se repiti6 para otro grupo de plantas que
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mantenidas por 60 y 90 dias en camaras de crecimiento con el objetivo evaluar
el crecimiento del hongo desde el interior de los tejidos (Garcia, 2015)

La unidad experimental fue la maceta de 500 mL la cual contenia una planta
de frutilla. Se establecieron cuatro repeticiones por cada cepa y método de
inoculacién. La colonizacion enddfita fue calculada en porcentaje de colonizacion
enddfita (PCE) que es la relacion entre partes con colonizaciéon del hongo y el
total de partes. Para los siguientes ensayos se seleccionaron las tres cepas con
el mayor porcentaje de colonizacidén enddfita, considerando una representacion
por género.

Evaluacién del efecto antifungico in vitro

Se utilizé la cepa RGM 2725 patdégena de frutilla identificada molecularmente
como Fusarium oxysporum. La cepa fue inoculada y re- aislada desde tejidos
vegetales de plantas de frutilla cultivar Albién, el 04 de febrero de 2022. Se
sembro en placas de Petri con APD mas cloranfenicol a 23 + 2 °C en oscuridad.

Se sembraron conidios en placa de Petri con APD de las cepas que
resultaron endodfitas en el ensayo de colonizacién, por 5 dias en camaras de
crecimiento a 24 + 2 °C en oscuridad. Terminando el tiempo de incubacion, se
prepararon indculos de cada cepa en tubos de ensayos con agua destilada estéril
y Tween 20 (0,01 %). Bajo gabinete de bioseguridad, se inocularon discos de
papel filtro estéril con 10 yL de una suspension de 1 x 10 € conidios mL-'. Los
discos de papel fueron ubicados a 1,5 cm del borde de una placa de Petri de 10
cm con APD mas 0,025 g L' de cloranfenicol, se incubaron a 22 + 3 °C por 5
dias de oscuridad, tiempo aproximado en que el patégeno en ausencia de la
cepa endofita se demord en llegar al extremo contrario de la placa de Petri
(Garcia, 2015) Se establecieron diez repeticiones por cada cepa y se determind
el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial del patégeno (PICRP), donde
se midié el crecimiento del patdégeno en presencia y ausencia del endofito
(Formula 1) (Pincay et al., 2020)

Férmula1:

Crecimiento radial del patégeno - Crecimiento radial del
patdgeno junto al enddfito
Crecimiento del patégeno

PICRP= x 100

Evaluacién del efecto antagénico in vivo
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Se utilizaron las tres cepas con mayor porcentaje de colonizacion enddfita en
frutilla en el ensayo in vitro y la cepa de F. oxysporum, RGM 2725. Se prepararon
los in6culos de las cepas de Beauveria 'y Trichoderma a una concentracion de 1
x 107 conidios mL -'en tubos con agua destilada estéril y Tween 20 (0,01 %). En
el caso del patégeno se sembrd en placa de Petri con APD y se preparo el indculo
de igual forma que el de las cepas enddfitas. Las plantas de frutillas se plantaron
en macetas de 500 mL con sustrato de compost, perlita, tuba y vermiculita en la
razon 2:2:2:1, previamente esterilizado dos veces en autoclave a 121 °C con 793
kPa por 1 hora. Se mantuvieron por 20 dias en invernadero. Se realizo la
inoculacién de las cepas de enddfitos al follaje, aplicandose el inéculo en una
suspension en forma 1 x 107 conidios mL -'. A los diez dias, se realizd la
inoculacion del patégeno mediante la aplicacion de 1 mL de una suspensién en
forma 1 x 107 conidios mL ' al suelo por maceta, concentrandose en el cuello y
raices de las plantas. Se establecié un segundo ensayo donde nuevas plantas
se inocularon las cepas de los enddfitos en una suspension en forma 1 x 107
conidios mL™" al sustrato en especial cerca del cuello de la planta. A los diez dias,
se realiz6 la inoculacion del patégeno mediante la aplicacion de 1 mL de una
suspension de 1 x 107 conidios mL-' también al cuello.

Todas las macetas se inocularon en invernadero fotoperiodo de 13 horas de
luz y 11 horas de oscuridad durante 20 dias desde la siembra, transcurridos los
30 dias desde la inoculacion del patégeno, las plantas fueron extraidas de la
macetas plasticas y lavadas con agua potable para eliminar sustrato y
contaminantes. Luego fueron rotuladas y se realizaron cortes longitudinales en
la corona con un bisturi para determinar el indice de la enfermedad (IE) (Férmula
2) (Rodriguez et al.,2021). La unidad experimental de este ensayo fue una planta
y se realizaron cinco tratamientos: tres cepas seleccionadas, un testigo absoluto
con agua destilada y un testigo positivo con el patégeno, con diez repeticiones
de cada uno. Se estimo la susceptibilidad de la enfermedad a través del software
Image J (open source) estimando el dafio del patdgeno en la corona (cm?) por el
indice de severidad en corona.

Formula 2:

ISC (%)= Promedio del area de corona con necrosis % 100
*/~" Promedio del area total de la corona

Analisis estadistico
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En todos los experimentos se utilizdé un diseiio completamente al azar. Los datos
fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) (P < 0,05) utilizando
el software Infostat, version 2011 (Di Rienzo et al., 2011), verificando
previamente la normalidad y homogeneidad de varianza. La comparacion de
medias de la evaluacién de antagonismo se realizé con la prueba de diferencia
minima significativa de Fisher (F-LSD) (P < 0,05). Los datos que no cumplieron
la prueba de normalidad, como el ensayo de colonizacion endofitica fueron
analizados con la prueba no paramétrica de Kruskal- Wallis (P < 0,05). Para la
comparacion de pares y la separacion de grupos, se empled la prueba de

comparacion multiple de rangos promedio de Conover (P < 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Inoculacién y colonizacion endéfita de cepas entomopatégenas Beauveria
peruviensis, Metarhizium spp y Trichoderma spp. en frutilla.

De las nueve cepas evaluadas, cinco demostraron capacidad de colonizacion
endofitica en plantas de frutilla. Las cepas que presentaron el mayor grado de
colonizacion correspondieron al género Beauveria (RGM 547 y RGM 570),
seguidas por cepas del género Trichoderma (RGM 3476), y en menor proporcion,
las pertenecientes al género Metarhizium (JFD1 6¢1 y RGM 3264). La Figura 1
muestra los niveles de colonizacidn endofitica observados en las distintas cepas
o tratamientos, evaluados.

Segun aquello (Figura1)., las cepas RGM 3477, JFD1 61 (género
Trichoderma), RGM 644 (género Beauveria) y RGM 447 (género Metarhizium)
no lograron colonizar los tejidos de plantas de frutilla, por lo que fueron
descartadas de las siguientes evaluaciones.

Las colonizacion de los tejidos en plantas de frutilla por cepas de los géneros
Beauveria y Metarhizium concuerda con estudios, donde se ha demostrado la
capacidad endofitica y efectos bioestimulantes en plantas (Aragén et al., 2018).
Otro estudio realizado usando Metarhizium como endéfito fue el realizado por
Jaber y Enkerli (2016), donde demuestra el potencial de M. brunneum para
colonizar sistémicamente diferentes partes de V. faba y mejorar el crecimiento

de las plantas después de su aplicacion.
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Figura 1. Porcentaje de colonizacién endofitica total de las cepas de Beauveria
peruviensis, Metarhizium spp. y Trichoderma en plantas de frutilla.

50
45
40
35

30
25 a
20 a
15 a
10
a a
N o

SR ORI A
Q 5N ® w“ S\

(@Fé)]

Colonizacién enddfitica (%)

Género Trichoderma  Género Metarhizium Género Beauveria
Tratamientos

Letras distintas entre barras indican diferencias significativas de acuerdo a Kruskal Wallis (P <
0,05).

Analizando el porcentaje de colonizacion endofitica (PCE) de las cepas que
lograron establecerse como endofitas se observa que se presentaron resultados
variados entre especies, revelando diferencias significativas entre los
tratamientos. Beauveria peruviensis RGM 547 presenté el mayor PCE,
alcanzando un valor cercano al 45 %, mientras la cepa RGM 570 mostré un nivel
de colonizacién en torno al 25 %. Esto indica que esta cepa no se diferencio
significativamente ni del grupo con mayor colonizacion (RGM 547) ni de los
tratamientos con colonizacion mas baja. Tal como se explica (Figura 1),
Trichoderma inhamatum (RGM 3476), Metarhizium sp (JFD16C1), Metarhizium
brunneum (RGM 447 y RGM 3264) exhibieron niveles bajos de colonizacién
endofitica, con un PCE generalmente inferiores al 10-15 %.

Estudios previos han documentado la variabilidad en la capacidad de cepas
de Trichoderma para establecerse como enddfitos en distintos hospedadores.
Trichoderma harzianum CECT 2413 puede crecer en las raices de tomate y
también colonizar raices de olivo (Basiriska-Barczak et al., 2020). Alvarez et al.
(2024) verificaron la colonizacién de diez cepas de Trichoderma en diferentes
organos de plantulas de quinua, aunque con distinta eficiencia, o que podria
explicar porque otras cepas de Trichoderma si colonizacioén las plantas de frutilla.
Mochen (2025) reporté que B. bassiana logré establecerse y mantenerse como
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enddfito en plantas de soja durante mas de un mes a lo largo del ensayo.
Evaluacién del efecto antifungico in vitro

La Figura 2 muestra los resultados del cultivo dual donde se observa actividad
antifungica bajo condiciones in vitro de diferentes cepas enddfitas (T. inhamatum
RGM 3476, B. peruviensis RGM 547 y RGM 570) sobre el crecimiento de
Fusarium oxysporum, evaluado mediante el Porcentaje de Inhibicion del
Crecimiento Radical del Patogeno (PICRP).

Figura 2. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del patégeno (PICRP)
de Fusarium oxysporum frente a cepas enddfitas de Beauveria peruviensis RGM
547 y cepa 570 y Trichoderma inhamatum cepa 3476.
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Letras distintas sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos segun la
prueba de diferencias minima significativa LSD de Fisher (F-LDS) (P < 0,05).

Trichoderma inhamatum RGM 3476 presentd el mayor PICRP, alcanzando
valores cercanos al 90 % y siendo estadisticamente superior al de las otras dos
cepas de B. peruviensis evaluadas (Figura 2). Estos resultados coinciden con
estudios previos, donde cepas de Trichoderma fueron seleccionadas por su
capacidad antifungica atribuida a la produccion de metabolitos con efecto
fungistatico, los cuales retardan el crecimiento micelial de fitopatégenos como F.
oxysporum y Colletotrichum gloeosporioides (Garcia et al., 2018). El mecanismo
de biocontrol de Trichoderma sobre Fusarium se asocia principalmente a su
elevada velocidad de crecimiento micelial, lo que le permite invadir rapidamente
las colonias del patégeno, compitiendo eficazmente por espacio, nutrientes y

recursos metabdlicos. Adicionalmente, se ha descrito su capacidad para inhibir
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la esporulacién y la germinacién de esporas de hongos fitopatégenos (Rodriguez
et al., 2021) (Figura 3 RGM 3476). Por su parte, las cepas de B. peruviensis
RGM 547 y RGM 570 mostraron PICRP significativamente menores, cercanos al
60 % (Figura 2). Estos resultados son consistentes con otras investigaciones que
reportan la capacidad de cepas del género Beauveria para inhibir el crecimiento
micelial in vitro de diversos patdgenos de plantas, tanto transmitidos por el suelo
como foliares, incluyendo Gaeumannomyces ftritici, Armillaria mellea, Rosellinia
necatrix, F. oxysporum, Botrytis cinerea y Rhizoctonia solani (Pérez, 2020)
(Figura 3 RGM 570 y 547). En conjunto, los resultados del presente estudio
indican que T. inhamatum RGM 3476 posee un efecto antifungico
significativamente superior frente a F. oxysporum en comparacion con las otras
cepas evaluadas, lo que la posiciona como una alternativa potencialmente
efectiva para el biocontrol de este patégeno. Si bien las cepas de B. peruviensis
RGM 547 y RGM 570 también demostraron actividad antifungica, su efecto fue

de menor intensidad.

Figura 3. Cultivos duales de cepas de Beauveria peruviensis RGM 570, RGM
547 Trichoderma inhamatum RGM 3476 frente al patéogeno Fusarium
oxysporum.

RGM 570 RGM 547 RGM 3476

Patdégeno Fusarium oxysporum a la izquierda y endéfito a la derecha.

Evaluacién del efecto antagonico in vivo de cepas endéfitas a Fusarium
oxysporum en plantas de frutillas

Evaluacién de severidad mediante inoculacién de endéfitos en el sustrato.
Los tres tratamientos inoculados con las cepas enddfitas de B. peruviensis RGM
570 RGM 547 y T. inhamatum RGM 3476 en el sustrato de las plantas y el
patégeno F. oxysporum mostraron sintomas de la enfermedad, con indice de

severidad en corona (ISC) entre el 4 % y 55 % (Figura 4). Todos los tratamientos
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presentaron ISC menor al 55 %, donde los tratamientos con T. inhamatum RGM
3476 y B. peruviensis RGM 547 presentaron los menores ISC destacando entre

los demas tratamientos con un 4 y 6 % respectivamente (P < 0,05) (Figura 4).

Figura 4. indice de severidad en corona de plantas de frutilla con los distintos
tratamientos de cepas enddfitas de Beauveria peruviensis RGM 547 y RGM 570
y Trichoderma inhamatum RGM 3476 frente a Fusarium oxysporum (FO), y un
control no tratado, después de inocular los microorganismos al sustrato de las
plantas.
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Letras distintas sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos segun la
prueba de diferencias minima significativa LSD de Fisher (F-LDS) (P < 0,05).

Los tratamientos B. peruviensis RGM 547 y T. inhamatum RGM 3476
demostraron ser los mas efectivos en la reduccién de la severidad de Fusarium
oxysporum (Figura 4). En el caso de Trichoderma inhamatum, este efecto podria
atribuirse a sus propiedades antagonicas descritas en la literatura, asociadas a
la activacion de multiples mecanismos de biocontrol, tales como la competencia
por nutrientes y espacio, el micoparasitismo, la antibiosis, la promocién del
crecimiento vegetal y la induccién de respuestas de defensa en la planta. Sin
embargo, estos mecanismos no fueron evaluados directamente en el presente
estudio, por lo que su participacién se infiere a partir de antecedentes.

Diversos estudios han demostrado que especies de Trichoderma secretan
enzimas hidroliticas que degradan la pared celular de hongos fitopatdgenos,
entre las que destacan proteasas, quitinasas y glucanasas, provocando la
retraccién de la membrana plasmatica y la desorganizacion del citoplasma del
patdégeno, ademas de inhibir la germinacion de esporas y la elongacién del tubo
germinativo (Hernandez-Melchor et al., 2019). Por su parte, Beauveria ha sido
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descrita como un microorganismo capaz de limitar la actividad de patégenos
mediante la produccion de enzimas hidroliticas, tales como quitinasas,
glucanasas, proteasas y lipasas, las cuales cumplen un rol fundamental en los
procesos de invasion y degradacion del organismo blanco (Paredes et al., 2016).
No obstante, la actividad enzimatica de Beauveria no fue evaluada en este
estudio, por lo que su posible contribucion a la reduccion de la severidad
observada se sustenta en antecedentes reportados en la literatura.

Evaluacién de severidad mediante inoculacién de endéfitos en la hoja. Los
tres tratamientos inoculados con cepas endodfitas de B. peruviensis, T.
inhamatum en el follaje de plantas de frutilla y el patégeno F. oxysporum en el
sustrato de las plantas mostraron sintomas de la enfermedad, con ISC entre el
7 %y 15 % (Figura 5).

Figura 5. indice de severidad en corona de plantas de frutilla obtenido con
Beauveria peruviensis RGM 547 y RGM 570 y Trichoderma inhamatum RGM
3476 frente a Fusarium oxysporum (FO) y un control no tratado, después de
inocular los microorganismos al follaje de las plantas.
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Letras distintas sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos segun la
prueba de diferencias minima significativa LSD de Fisher (F-LDS) (P < 0,05).

Todos los tratamientos presentaron ISC menor al 77 % obtenido por el
tratamiento con Fusarium oxysporum, donde los tratamientos RGM 547 y RGM
3476 presentaron los menores ISC (7 y 12 %, respectivamente) vy
diferenciandose del tratamiento RGM 570 que obtuvo un 15 % de ISC (P < 0,05)
(Figura 5).

Siguiendo una tendencia similar a la observada en el ensayo de severidad
mediante inoculacion de endoéfitos en el sustrato. Estos resultados indican que
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B. peruviensis RGM 547 y T. inhamatum RGM 3476 tienen la capacidad de
inhibir la infeccion por F. oxysporum (Figura 5), pudiendo esto estar asociado a
colonizar y establecerse en los tejidos internos de la planta al ser inoculados al
follaje y el sustrato, sugiriendo que estos microorganismos benéficos pueden
establecerse en los tejido de la planta sin causar dafios aparentes al huésped y
ejercer una actividad antagonista como se ha descrito en otros especies (Oukala
etal., 2021).

Los tratamientos inoculados unicamente con el patogeno, en ambos
ensayos, presentaron el mayor ISC, con valores de 77 % y 55 % (Figura 5). Se
observo una pudricién progresiva en las raices, sin llegar a afectar el sistema
vascular. El crecimiento del patéogeno provocd la formacion de tejidos
decolorados que evolucionaron a manchas necroticas de color marrén a negro,
las cuales finalmente condujeron en algunos casos a la pudricién total de la

planta como ha sido descrito por otros autores (Edel-Hermann et al., 2019).

CONCLUSIONES

1. Beauveria peruviensis RGM 547, RGM 570, Trichoderma inhamatum RGM
3476, Metarhizium sp. JFD16C1 y Metarhizium brunneum RGM 3264
colonizan enddfitamente a plantas de frutillas. En contraste, Metarhizium
brunneum RGM 447, Beauveria peruviensis RGM 644 y Trichoderma
inhamatum RGM 3477 y Trichoderma sp. JFD1 61 evaluadas no presentaron
capacidad de colonizacion endofitica en frutilla, lo que demuestra que hay
distintas habilidades de colonizacién endofitica entre especies y cepas.

2. Todas las cepas endofiticas evaluadas presentaron antagonismo in vitro
frente a Fusarium oxysporum, siendo la cepa de Trichoderma inhamatum
RGM 3476 la de mayor accion.

3. Las cepas RGM 3476 de Trichoderma inhamatum y RGM 547 de Beauveria

peruviensis reducen dafos en corona de frutilla frente a Fusarium oxysporum.
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