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RESUMEN

El objetivo de esta investigacidn fue aislar y caracterizar cultural, morfol6gica y molecularmente
antagonistas fungosos cultivables, nativos de suelos agricolas del cantén Santa Cruz, parroquia
Bellavista de la provincia de Galapagos. Las muestras de suelo correspondieron a 8 cultivos del
Canton Santa Cruz (cultivo de Kale, meldn, café var. Catimor y var. Tipica, tomate, maiz
amarillo, bosque no intervenido y pimiento), se prepar6 la solucion madre, en donde se tomd
27,77 g de suelo diluido en 250 mL de agua y se procedi6 a realizar 3 repeticiones por muestra,
en 4 medios de cultivo: papa dextrosa agar (PDA), papa dextrosa agar enmendado (PDAE), Rosa
de bengala (RB) y Medio selectivo para Trichoderma (TSM), las siembras se conservaron a 25°C
y fueron observadas caracteristicas de Trichoderma spp. como: fialides, clamidosporas y
conidios. Para determinar el género y especie fue necesario realizar la caracterizacién molecular.
Se realiz6 la extraccion del ADN gendmico con la ayuda del Kit Promega Wizard® y para la
identificacion se empled la técnica de amplificacion cadena del ADN polimerasa (PCR) en el
programa Rpb2. Como resultado de los 8 cultivos muestreados, el que presenté mayor cantidad
de aislados fue el cultivo de café var. catimor con 6 aislados, seguido por los cultivos de Kale con
4, mel6n 4, Café var. Tipica 1, tomate 1, maiz amarillo 4, bosque no intervenido 1 y pimiento 0
aislados, las especies de Trichoderma obtenidas fueron harzianum, lentiforme, breve, andinense,
longibrachiatum y reesei. Concluyendo con la obtencién de 21 cepas, 2 clados y 6 especies en el
analisis filogenético, ademas que la técnica mas apropiada para el aislamiento fue la siembra por
el método de dilucion y extension en placa en el medio de cultivo RB. Se sugiere realizar pruebas

de antagonismo con las 21 cepas de Trichoderma.

Palabras  clave: <AISLAMIENTO>, <CARACTERIZACION>, <Trichoderma>,
<ANTAGONISTAS>, <ANALISIS FILOGENETICO>, <GALAPAGOS (PROVINCIA)>.

1293-DBRA-UTP-2022

XVi



ABSTRACT

The objective of this research work was to isolate and characterize culturally, morphologically,
and molecularly cultivable antagonistic fungi native to agricultural soils of the Santa Cruz canton,
Bellavista parish, Galapagos province. The soil samples corresponded to 8 crops of the Santa
Cruz canton (Kale, melon, coffee var. Catimor and var. Tipica, tomato, yellow corn, undisturbed
forest, and bell pepper). The stock solution was prepared where 27.77 g of soil diluted in 250 mL
of water was taken, and three replicates per sample were made, in 4 culture media: potato dextrose
agar (PDA), potato dextrose agar amended (PDAE), Rose Bengal (RB) and Selective medium for
Trichoderma (TSM), the sowings were conserved at 25°C and were observed characteristics of
Trichoderma spp., such as phialides, chlamydospores, and conidia. It was necessary to perform
molecular characterization to determine the genus and species. Genomic DNA extraction was
performed with the help of the Promega Wizard® Kit, and the DNA polymerase chain
amplification (PCR) technique in the Rpb2 program was used for identification. As a result of the
eight crops sampled, the one that presented the highest number of isolates was the coffee var.
catimor crop with six isolates, followed by the Kale crops with 4, melon 4, and coffee var. Tipica
1, tomato 1, yellow corn 4, undisturbed forest 1, and bell pepper 0 isolates. The Trichoderma
species obtained were harzianum, lentiforme, breve, andinense, longibrachiatum, and reesei. It
was concluded with the obtaining of 21 strains, two clades, and six species in the phylogenetic
analysis. In addition, the most appropriate technique for the isolation was the sowing by the
dilution method and extension in the plate in the RB culture medium. It is recommended to carry

out antagonism tests with the 21 strains of Trichoderma.

Keywords: <ISOLATION>, <CHARACTERIZATION>, <Trichoderma>, <ANTAGONIST>,
<PHYLOGENETIC ANALYSIS>, <GALAPAGOS (PROVINCE)>.

Silvana Patricia Célleri Quinde

C.C. 0602669830
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INTRODUCCION

Los hongos antagonistas benefician a la moderacion del deterioro que provocan las enfermedades,
principalmente en donde se dan las circunstancias para su desarrollo y conservacion como lo son
los agroecosistemas. Los microorganismos benéficos muestran diversos modos de accion que les
ayudan a desempefiar su efecto biorregulador, por lo que una de las claves para elegir a un agente
de control biol6gico debe ser lo ya mencionado ademas de poseer una alta capacidad de
propagacion. Desde el punto de vista practico es necesario tener un conocimiento profundo acerca
de los mecanismos de accion los antagonistas que se presenten, ya que esto posibilita una
apropiada y mejor recopilacion de aislamientos con una elevada potencialidad para el control de
diversos fitopatdgenos (Infante et al., 2015: pp.87-90).

Desde hace tiempo se ha venido estudiando las especies consideradas como agentes de biocontrol,
dentro de las especies mas extensamente estudiadas y aplicadas, se conoce las del género
Trichoderma, por su control eficiente, plasticidad ecoldgica, alta condicion reproductiva, reaccion
estimulante sobre los cultivos, ademas actualmente se encontré una propiedad que se basa en el

efecto inductor de resistencia sistémica sobre la planta frente a diversos patdgenos (Infante et al.,
2015: pp.91-92).

Ecuador se encuentra ubicado a 972 km del archipiélago de Galapagos, el cual posee una
superficie de 8.010 kilémetros cuadrados, se compone de cinco islas principales que exceden los
500 kilémetros cuadrados como son: Isla Isabela, Isla Fernandina, Isla San Salvador, Isla San
Cristobal e Isla Santa Cruz, esta Ultima es conocida también como Isla Infatigable o Isla Chaves,
se encuentra ubicada como la segunda isla mas habitada y mas grande del archipiélago, ademas

posee una extension de 986 kildmetros cuadrados y una altitud que no supera los 864 metros
(Gonzélez, 2013, pp.32-42).

El problema

En el cantén Santa Cruz, parroguia Bellavista de la provincia de Galapagos existe un escaso
nimero de estudios destinados a conocer los antagonistas fungosos presentes en esos suelos, se
desconoce el potencial de microorganismos antagonistas fungosos para el control bioldgico de las
diversas enfermedades que se presentan en los principales cultivos de las zonas en estudio. Siendo
la segunda isla més habitada y més grande del archipiélago no dispone de estudios basados en el
aislamiento y la caracterizacion a nivel cultural, morfolégico y molecular de especies del género
Trichoderma, que son una de las especies mas estudiadas y aplicadas por considerarse como

agentes de control biolégico. Ademas, no se cuenta con investigaciones basadas en pruebas de
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antagonismo con cepas de Trichoderma que permitan conocer la capacidad antagonista frente a

diversos agentes fitopatogenos habitantes del suelo.

Justificacion

Con el pasar del tiempo se ha venido observando un incremento acelerado de plagas y
enfermedades que atacan a una gran variedad de plantas, la naturaleza ha sido quien se encarga
de propiciar un equilibrio, controlando las poblaciones de organismos mediante depredadores,
parésitos y otros medios naturales (Hernandez et al., 2007: pp.79-93). Hoy en dia el manejo de plagas y
enfermedades es un punto clave en la produccion agricola de alimentos, lo que muchas veces
involucra el uso excesivo de productos quimicos para su control. Es por ello que se abre una
puerta a la investigacion que implica métodos de control bioldgico, es decir, métodos menos
invasivos y mas naturales que generen mayores alternativas para el manejo de plagas y
enfermedades que azotan a los diferentes cultivos, es este caso a cultivos como: café, pimiento,
maiz amarillo, mel6n, y hoja de kale, perteneciente a las localidades Media Luna, El Cascajo, La
Fortuna y Camino Viejo de la parroquia Bellavista cantén Santa Cruz de las Islas Galapagos. Por
esta razén el conocer el potencial de control biol6gico de los microorganismos fungosos de suelo

de las Islas Galapagos es de vital importancia.

OBJETIVOS

Obijetivo general

o Aislar y caracterizar antagonistas fungosos cultivables, nativos de suelos agricolas del cantdn

Santa Cruz, parroquia Bellavista de la provincia de Galapagos.

Objetivos especificos

¢ Aislar antagonistas fungosos cultivables, nativos de suelos agricolas del cantén Santa Cruz,

parroquia Bellavista de la provincia de Galapagos.

e Caracterizar cultural, morfoldgica y molecularmente los antagonistas fungosos cultivables,
nativos de suelos agricolas del cantén Santa Cruz, parroquia Bellavista de la provincia de

Galapagos.

e Determinar las técnicas mas apropiadas que permitan el aislamiento de antagonistas fungosos

de suelos agricolas del cantén Santa Cruz, parroquia Bellavista de la provincia de Galapagos.
2



Hipotesis

Nula

Las muestras de los distintos suelos agricolas del canton Santa Cruz, parroquia Bellavista de la
provincia de Galapagos no difieren en la diversidad de antagonistas fungosos que pueden ser

cultivados en laboratorio.
Alterna
Las muestras de los distintos suelos agricolas del cantdn Santa Cruz, parroquia Bellavista de la

provincia de Galapagos difieren en la diversidad de antagonistas fungosos que pueden ser

cultivados en laboratorio.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Control bioldgico

Es un método agricola de control de plagas (malezas, enfermedades de las plantas, insectos,
acaros, etc.) que utiliza parésitos, depredadores, herbivoros u otros medios naturales. Puede ser
un componente importante del control integrado de plagas y es de gran importancia econémica
para la agricultura (Robledo, 2016). El control biol6gico también se lo define como el uso de
organismos para suprimir la densidad de poblacion o el impacto de una plaga especifica,
haciéndolo menos abundante o reduciendo su dafio (Guerrero, 2016, pp.20-25).

El control bioldgico utiliza la capacidad que poseen algunos microorganismos para dominar las
poblaciones de vectores en plantas, es decir, utiliza organismos vivos para reducir la poblacién
de organismos considerados plaga de una manera menos perjudicial para el ambiente. Es
importante identificar de forma apropiada tanto plagas como enfermedades presentes en una

plantacion, para obtener un control positivo y eficiente (Vidal, 2021, pp.214-226).

1.2 Importancia de los antagonistas fangicos en el control biolégico

Favorecen la resistencia ante amenazas de plagas y enfermedades. Tienen efectos directos sobre
hongos fitopatdégenos. El uso de microorganismos antagonistas ha inducido resistencia en frutos

y otras partes de las plantas (Guerrero, 2016, p.25).

Si se habla del universo biolégico, se sabe que hay una interaccion continua entre los patdgenos
potenciales y sus antagonistas, de manera que los antagonistas cooperan para que en la mayoria
de los casos no se desarrolle la enfermedad. Los microorganismos al estar en condiciones
naturales se hallan en un equilibrio dindmico en la superficie de las plantas. No es facil precisar
cudles son aquellos mecanismos que participan en las interacciones entre los antagonistas y los
patdgenos en la planta. Comunmente, se conoce que los antagonistas carecen de un singular modo
de accion y la multiplicidad de dichos antagonistas es una propiedad fundamental para su
seleccion como agentes de control bioldgico. Si el antagonista dispone de varios modos de accion
reduce los riesgos de desarrollo de resistencia en el patdgeno. Este riesgo de resistencia también

se reduce mediante el uso de combinaciones de antagonistas con diferente modo de accion
(Fernandez, 2001, pp.96-100).



1.2.1 Los microorganismos antagonistas

Pueden ser bacterias, levaduras y hongos que poseen la capacidad de ejercer un efecto de control
biolégico sobre diferentes patdgenos de interés y se han empleado para controlar diversas
enfermedades en frutos y vegetales (Hernandez, 2007, p.90). Ademas, se sostiene que los
microorganismos de control biolégico y en especial Trichoderma spp. pueden reaccionar a
cambios en su habitat de maneras inalcanzables por los fungicidas quimicos, tanto por su
capacidad para competir ecolégicamente como por atacar patégenos que ya estan establecidos o
aquellos que llegaran después. Cabe aclarar que las medidas de control biol6gico no poseen la
capacidad de erradicar al patégeno o su dafio y si bien la reduccion del nivel de severidad de la
enfermedad es la medida més obvia de efectividad de un tratamiento, reducir niveles de

enfermedad en futuros cultivos es también un indicativo de control (Guerrero, 2016, p.21).

1.3 Diferentes antagonistas microbianos

1.3.1 Trichoderma

1.3.1.1 Aspectos generales de Trichoderma

El género Trichoderma posee diversas especies que se identifican por ser hongos sapréfitos, que
subsisten en suelos que poseen distintas porciones de materia organica, dichos hongos tienen la
capacidad de descomponer la materia orgéanica y en ciertas condiciones pueden ser anaerobios
facultativos, lo que les faculta a demostrar una mayor plasticidad ecoldgica. Las diversas especies
de Trichoderma se hallan presentes en todas las latitudes, a partir de las zonas polares hasta la
ecuatorial. Su distribucidn tan extensa y su plasticidad ecoldgica estan rigurosamente relacionadas
con la elevada capacidad enzimatica de la que disponen para atenuar los sustratos, un metabolismo
adaptable y la capacidad de tolerar inhibidores microbianos. Sin embargo, se han llevado a cabo
escasas investigaciones de la sobrevivencia, ademas, presentandose en la rizésfera de la planta el
establecimiento y multiplicacion de dicho antagonista. Al ser un hongo que se aisla sencillamente,
que posee un rapido crecimiento y se desarrolla en diversos sustratos y por su cualidad de
biocontrolador dentro de una extensa gama de fitopatdgenos el género Trichoderma se convierte

en un extraordinario modelo para ser estudiado (Infante et al., 2015: p.89).

El hongo Trichoderma posee la facultad de colonizar diferentes sustratos sobre condiciones
ambientales variadas, ademas cuenta con una gran cantidad de enzimas hidroliticas halladas en el
Reino Fungi, también posee un sistema muy eficiente de reparacion celular lo cual lo ha llevado
a poder crecer en condiciones desfavorables. La investigacion acerca de la capacidad que tiene
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Trichoderma para atacar otros hongos ha dado paso al desarrollo de cuantiosos agentes de control

biolégico (Meyer et al., 2019).

Desde hace un tiempo se han incrementado las investigaciones sobre el hongo Trichoderma,
conociendo asi sus funciones tales como: promover el crecimiento de las plantas y también la
germinacion de las semillas, Trichoderma es un hongo que se encarga de incitar de manera

minuciosa las defensas de las plantas ante patdgenos y de igual manera ante el estrés ambiental
(Meyer et al., 2019).

1.3.1.2 Distribucién mundial de Trichoderma spp.

Las especies del género Trichoderma se hayan presentes en diversas zonas y habitats,
principalmente en suelos que poseen elevada capacidad de materia organica. Su crecimiento es
facilitado por la existencia de elevadas densidades de raices, las cuales son colonizadas
velozmente. Especies como T. polysporum y T. minutisporum tienen su distribucion en tierras
frias, las especies T. viride y T. aureovirida estan limitadas al norte de Europa y a Reino Unido,
T. pseudokoningii abarca en el suroeste de Oceania, T. reesei delimitada a una banda ecuatorial
estrecha, T. stromaticum su division esta limitada solo en América del Sur, T. longibrachiatum
fue encontrado en América del Norte y Sur, Africa, Europa e India, T. citrinoviride se encontrd
en Ameérica del Norte y Sur, el sureste de Asia, Europa y al suroeste de Oceania, y T. harzianum
y T. asperellum son realmente cosmopolitas (Rojas, 2020).

1.3.1.3 Taxonomia

Tabla 1-1: Clasificacion taxondmica de Trichoderma

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Clase Sordariomycetes/
Deuteromycetes

Orden Hypocreales

Familia Hypocreaceae

Género Trichoderma

Fuente: (Jaklitsch, 2009; Acurio, 2017)

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Trichoderma pertenece a la clase Sordariomycetes del filo Ascomycota y, por tanto, a la especie
donde se conoce la fase asexual, los conidiéforos se forman a partir del micelio vegetativo con un
eje central y ramas laterales, que terminan en fialides, en forma de botella o alargadas, en la punta

de las fialides se producen los tipicos conidios unicelulares, esféricos, ovalados o alargados, verde



en la mayoria de las especies. Los conidi6foros se agregan comunmente en pustulas esparcidas
por toda la colonia. La totalidad de las colonias de Trichoderma en su comienzo poseen
tonalidades que van desde el color blanco hasta un color verde oscuro o algunas veces una
tonalidad amarillenta, su esporulacion suele presentarse compacta. Generalmente al observar las

colonias de Trichoderma bajo el microscopio se aprecia que el micelio es fino y nada denso
(Jaklitsch, 2009, pp.1-40).

1.3.1.4 Fisiologia de Trichoderma

Se trata de un hongo aerdbico, que posee la facultad de tolerar un extenso intervalo de
temperaturas. En cuanto al crecimiento de Trichoderma expuesto a la luz, esta influye
principalmente sobre la esporulacion. Es decir, las colonias del hongo que son expuestas a
desarrollarse en condiciones de luz alterna, se presentan de color blanco y algodonosas al
principio y posteriormente presentan zonadas concéntricas, alternando una banda delgada
hialina con otra ancha de color verde oscuro, en tanto que, al ser expuestas a luz continua se
muestran uniformemente de color verde oscuro. Estos hongos se pueden encontrar en suelos que
poseen una gran cantidad de materia organica y cuyos aislamientos favorecen a la

descomposicién de materia organica, ademas de los hongos a los cuales degrada (Martinez et al.,
2013: pp.1-11).

1.3.1.5 Caracteristicas morfoldgicas de Trichoderma

Las caracteristicas que presenta Trichoderma son aquellas como: crecimiento rapido, presencia
de micelio septado y ramificado, fidlides hialinas y dependiendo de la especie pueden ser redondas
u ovaladas, casi en todas las especies las fialides tienden a ser alargadas y en el extremo se forman
los conidios, se suelen presentar colores con tonalidades verdes y rara vez marrones y grises, se

da la presencia de clamidosporas (Bahena, 2020, pp.8-9).

1.3.1.6 Sistematica del género Trichoderma

A partir de fines del siglo XIX, se designé Trichoderma viride como el nombre que se debia
atribuir a cada uno de los organismos fungosos formadores de colonias que posean caracteristicas
propias del género, provenientes de aislamientos de muestras tanto del suelo como de restos
vegetales, o también que se hayan obtenido de ascosporas previamente aisladas de peritecios de
diversas especies del género Hypocrea. La sencillez taxonémica en Trichoderma es un producto

de poco interés en el género fuera de la disciplina de la micologia, y generalmente se acepta que,



bajo el microscopio, todos los aislamientos tienen “la misma cara” (Samuels y Hebbar, 2015, pp.35-
160).

Esta continuo hasta finales de la década de 1960, cuando el género se dividi6 en nueve “agregados
de especies”, como lo demuestran las diferencias morfologicas de la fase asexual en cultivo puro.
El término “agregados” se empled para denotar que especies con diferente biologia y morfologia
durante la fase sexual pueden compartir la misma morfologia durante fase asexual, debido a su
relativa sencillez, el sistema taxonémico de nueve “especies” fueron ampliamente adoptados y
todavia estan en uso, en la actualidad, se emplea para caracterizar el morfotipo de Trichoderma,
debido a que no tiene utilidad taxonémica. El esquema taxonémico se empez6 a prolongar a
inicios de los 90, se establecieron 5 grupos dentro del género con ciertos agregados de especies;
para la fase sexual se tomd en consideracion las caracteristicas morfol6gicas y también el nimero

de especies (Druzhinina y Kubicek, 2005, p. 3447).

Para el estudio tanto taxonémico como sistematico del género, se dio paso al empleo de la
filogenia molecular, a inicios del 2000 el numero de especies expuestas se incrementd
notablemente, manifestando asi que Trichoderma, aunque presente sencillez morfoldgica de
oculta una amplia diversidad de linajes filogenéticos, que discreparon hace algin tiempo dando
como resultado la aparicién de cientos de especies adaptadas a diversos habitats y sustratos. El
numero de especies definidas molecularmente superé las 100 en el 2006 y hoy por hoy se acerca
a las 300 (Druzhinina et al., 2011: p.3450).

Un efecto directo de los cambios taxonémicos recientes es la constatacion de que la mayoria de
los nombres utilizados hasta hace poco para los aislamientos de Trichoderma, basados en gran

parte en la morfologia, son incorrectos (Druzhininay Kubicek, 2005: p. 3454).

El concepto de especies filogenéticas en hongos se ejecuta a partir de la generacion y el analisis
de arboles filogenéticos, que fueron construidos a partir de secuencias parciales de genes que se
compartian y conservaban relativamente entre todos los organismos comparados. En este caso,
las especies filogenéticas se pueden puntualizar como el grupo monofilético mas reducido (grupo
gue consta de nodos internos y secuencias que se derivan de él) se caracterizan por un conjunto
fijo de polimorfismos de ADN dentro de la region secuenciada. En la préactica, la identificacion
del nodo que dividen estrechamente especies filogenéticas no siempre es clara, y la solucién
encontrada es utilizar las secuencias de varios genes independientes en el genoma para realizar

analisis combinatorios en un proceso denominado gen concordancia genealégica (Conrado et al.,
2019: p.538).



Las secuencias de los espaciadores internos transcritos 1y 2 entre las regiones codificantes de las
subunidades de ARN ribosomal 18S y 28S amplificaron facilmente y se usaron para los primeros
estudios de caracterizacion filogenética y molecular de hongos incluido Trichoderma. Sin
embargo, esta regidn estd muy conservada y no proporciona suficiente resolucion para delimitar
especies estrechamente relacionadas con Trichoderma y otros ascomicetos, aunque se considera

una region de cédigo de barras universal para la identificacién de hongos (Shoresh et al., 2005, pp.76-
79).

Aunque se han identificado diferentes especies filogenéticas que pertenecen a importantes grupos
de especies, como las de los clados hamatum y viride no pueden separarse por ITS. Los genes que
se encargan de codificar proteinas y enzimas con funciones conservadas en eucariotas contienen
maés polimorfismos, principalmente en regiones de intrones, y brindan una mejor resolucion para
la delimitacion de especies. Una vez que la especie filogenética ha sido identificada por analisis
multi-loci, es posible hacer la inferencia inversa y verificar que, entre los genes empleados para
la filogenia, que exista un gen que sea capaz de identificar a todos o la mayoria de los genes
identificados en el andlisis general de varios genes. Este gen se puede utilizar como codigo de
barras para la identificacion molecular de cepas, comparandolo con secuencias de referencia de
especies conocidas y disponibles publicamente, como en el banco de genes del Centro Nacional
de Informacion Biotecnolégica, empleando la herramienta BLAST (Conrado et al., 2019, p.538).

Una interrogante acerca de identificacion molecular es un procedimiento a aplicar cuando no se
puede obtener el 100% de identidad de la secuencia de interés con la secuencia de referencia en
la base de datos. Un identificador en el rango del 99% para tefl y rpb2, y que coincida con un
nombre Gnico en la base de datos, aun puede considerarse un identificador positivo. En de valores
menores al 99% de identidad (asumiendo que existe una buena cobertura de la secuencia objetivo
y el valor estimado del parametro E-value es cercano a cero) y cuando el investigador desea tener
una confirmacion de mayor certeza, se propone la composicion de un alineamiento maltiple con
secuencias rpb2 y/o tefl de las cepas a identificar y las cepas de referencias de especies cercanas
a las obtenidas en los resultados del GenBank, seguido de la ejecucion del analisis filogenético

con protocolos cominmente empleados en la taxonomia de Trichoderma (Chaverri etal., 2015: pp.558-
568).

Existen una carencia de intrones en la region rpb2 en un rango comun y facil de secuenciar, por
esta razon, se utiliza para deducir filogenias globales, con especies de los diferentes clados de un
solo érbol. Por el contrario, tefl posee una mejor resolucion para separar especies estrechamente
relacionadas, pero esta no es un area facil de alinear cuando se incorporan especies muy distintas

en el mismo andlisis (Jaklitsch, 2011, pp.40-50).



La filogenia simplificada del género Trichoderma apoyada en secuencias de la region rpb2, se
expone en la (Figura 1-1) incluye clados con representantes de especies usualmente aisladas del

suelo y restos de plantas, asi como aquellas especies cominmente utilizadas en el biocontrol de
enfermedades de las plantas.

T. hamatum DAOM 167057
T. theobromicola Dis 85f

T. asperellum CBS 433.97

99 T asperelioides GJS 04-116

92 T. koningii GJS 00-168

T. koningiopsis GJS 97-273
Viride
T. ovalisporum DIS 70A

T. petersenii GJS 04-164
T. atroviride CBS 142.95
T. viride CBS 119325

T. gamsii GJS 04-09

T. martiale GJS 04-40

T. pachypallidum CBS 122126
ﬂI—E T. polysporum CPK 3131
T. pilufiferum CBS 814.68
99’_7 T. brevicompactum GJS 04-381
T. protrudens DIS 119F

L] T. spirale DIS 311D
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Brevicompactum

99 T. velutinum DAOM 230013

T. stramineum GJS 02-84

75—[ T. guizhouense HGUP0038

72 T. simmonsii GJS 91-138

— T. lixii GJS 97-96

T. aggressivum CBS 100525

T. pleuroticola CBS 124383

Harzianum
T. pleuroti CBS 124387

T. amazonicum IB50

T. afroharzianum GJS 04 -86
T. lentiforme GJS 00-22
T. inhamatum CBS 273.78

T. afarasin DIS 314F

‘—— T. harzianum CBS 226.95

100[ T. neocrassum GJS 01-227
T. virens GJS 01-287

a8 T. lanuginosum GJS 01-176
90 T. stromaticum GJS 97-183 | Stromaticum
T. rossicum DAOM 230011
T. longibrachiatum GJS 07-21
& i T. parareesei CBS 125925
100
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Py Longibrachiatum
LE pseudokoningii GJS NS-19
o1 T. citrinoviride GJS 92

-8
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Protocrea farinosa CBS 121554

||
0.05

Figura 1-1. Arbol filogenético con consecuencias parciales de rpb2 de aislados representativos

de Trichoderma spp.
Fuente: Conrado et al., 2019
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1.3.1.7 Especies de interés dentro de algunos clados
Clado harzianum

La morfoespecie que se emplea generalmente en el control bioldgico de enfermedades de las
plantas en todo el mundo es Trichoderma harzianum (Woo et al., 2014), ademas destaca en estudios
de diversidad de especies en suelos y restos de plantas en diferentes regiones geogréaficas. No
obstante, el concepto de esta especie se define tradicionalmente, incluye muchas especies
filogenéticas, algunas verdaderamente cosmopolitas y otras mas restringidas, conformando el
clado harzianum (Chaverri et al., 2015: pp.569-575). Por lo tanto, muchos aislamientos identificados
como T. harzianum en la literatura pueden describirse mejor como T. harzianum lato sensu, en

otras palabras, utilizando términos taxonémicos.

Existen poblaciones recombinantes dentro del clado Harzianum, dicho de otra forma, existen
especies bioldgicas y también poblaciones clonales, ademas de algunas lineas filogenéticas
solitarias que difieren de otras, lo que dificulta la aplicacion de un concepto Unico de linaje Gnico
para identificar especies (Druzhinina et al., 2011: p.3453). Una nueva exploracion taxonémica del clado
Harzianum plante6 el reconocimiento de decenas de especies, determinadas segun criterios de
correlacion genealdgica (Chaverri et al., 2015: pp.573-582), y a partir de entonces se han detallado
nuevas adiciones (Jaklitsch, 2015, pp.51-79-). EI grupo monofilético que contiene el material bioldgico
empleado como neotipo de la especie se conservé como T. harzianum stricto sensu, y se fijaron
otros nombres a las especies filogenéticas restantes. En una muestra de casi doscientos
aislamientos del clado Harzianum, de diferentes sustratos y regiones, se identificaron ciertos

patrones biogeograficos (Chaverri et al., 2015: pp-574-581).

Trichoderma harzianum stricto sensu es una especie rara, distribuida principalmente en el
hemisferio norte. Las especies T. afroharzianumy T. guizhouense tienen una distribuciéon mundial
y predominan en el suelo. T. afarasin y T. lentiforme generalemente ocurren como endoéfitos, pero
también habita en el suelo, en Africa tropical y América tropical respectivamente. Ciertas especies
son claramente endofitas, mientras que otras son dominantemente micoparasitas, incluidas
especies como T. pleurotum y T. aggressivum, que se han identificado como parasitos activos en
sistemas de produccidn de hongos comestibles. Los aislamientos que componen dos productos de
control biolégico vendidos en Europa y EE. UU han sido redefinidos como T. afroharzianum,
incluida la conocida cepa T-22, que se desarrolld a partir de la fusion de protoplastos y se
comercializa extensamente para el biocontrol y la estimulacion del crecimiento de las plantas. Se
han identificado aislamientos de otros tres productos del hemisferio norte, como pertenecientes a
dos especies del clado Harzianum: T. guizhouense y T. simonsii (Chaverri et al., 2015, pp.582-585).
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Clado Virens

Trichoderma virens es una especie cosmopolita y varias especies asociadas forman el clado
virens, el cual es filogenéticamente similar al clado harzianum. Anteriormente clasificada en el
género Gliocladium, la especie T. virens es morfoldgicamente facil de diagnosticar, la cual se
caracterizada por la produccion de conididforos con fidlides de fusion convergentemente que le
confieren una apariencia penicilada, distinta al patrén de divergencia caracteristico de
Trichoderma. Las esporas son de color verde, pero generalmente se encuentran introducidas en
gotitas cristalinas y no se aglomeran. T. virens, es una especie comin que habita en el suelo,
ademas se encuentra en nidos de hormigas cortadoras de hojas en Brasil. Las cepas de T. virens
son antagonistas de otros hongos y se han utilizado durante décadas en el biocontrol de
enfermedades provocadas por patégenos del suelo, incluidos oomicetos y hongos (Harris, 1986).

Clado stromaticum

Una especie que se encuentra limitada en América tropical es T. stromaticum, relacionada con el
cacao y un parasito de Moniliophthora perniciosa, un patégeno de la escoba de bruja del cacao
(Samuels et al., 2015: pp.38-80). Este hongo se encuentra comdnmente en ramas muertas y retamas,
hojas podridas y frutos momificados. Se hicieron descripciones tanto de las fases asexual como
sexual de T. stromaticum a partir de componentes aislados de regiones productoras de cacao en
Brasil, y la utilizacién de esta especie para el manejo del cacao. Varias especies conjuntamente

con T. stromaticum rigurosamente asociadas forman el clado stromaticum (Samuels et al., 2015: pp.81-
85).

Clado viride, hamatum y koningii

Trichoderma viride stricto sensu es una especie que pertenece a un gran clado que incluye decenas
de especies con diferentes morfotipos, incluyendo el patrén viride que posee conidios de forma
globulares y de paredes rugosas y conidiéforos piramidales. Koningii presenta conidios oblongos
a elipsoidales, y el patron hamatum con fialides subglobosas en forma de pequefios agregados y
conidiéforos con puntas alargadas. De acuerdo a la gran cantidad de especies filogenéticas
presentes en el clado viride, se puede dividir en diversos subclados, cada uno de los cuales

contiene docenas de especies, como los subclados viridescens, viride, koningii y hamatum
(Jaklitsch, 2011, pp.80-92).
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La especie Trichoderma atroviride se encuentra ubicada en medio de los subclados viride y
Koningii y se emple6 como guia en estudios gendmicos del fenotipo micoparéasito. De los
subclados viride, viridescens, koningii de los cuales se ha expuesto la mayor parte de la diversidad
de especies procede de colectas realizadas en EE. UU y Europa, de manera que se cree comun en
el Hemisferio Norte. Dentro de las excepciones a este modelo es T. koningiopsis, que esta
ampliamente distribuida y es frecuente en los trépicos, donde se localizan en muestras de suelo,
hojarasca y como enddfitos. La especie T. ovalisporum perteneciente al subclado koningii con
ocurrencia neotropical y habito caracteristico de los endo6fitos (Samuels y Hebbar, 2015: pp.88-95).

Dentro del subclado hamatum se localizan las siguientes especies: T. asperelloides y T.
asperellum, dos especies hermanas relacionadas filogenéticamente, con morfologia similar, pero
patrones fisiologicos y moleculares diferentes. Dichas especies son habitantes comunes del suelo
en el Neotropico (Hoyos-Carvajal et al., 2009), ademas son micoparasitos agresores y pueden causar
resistencia sistémica en las plantas (Shoresh et al., 2005: pp.80-82).

Clado longibrachiatum

Este clado longibrachiatum se encuentra constituido por un grupo sélido dentro de la filogenia
del género y tienen en comdn caracteristicas morfoldgicas que abarcan la formacion de
conidioforos con ramas dispersas y una disposicién irregular de las fialides a lo largo de las ramas
y del eje principal. Trichoderma reesei se caracteriza por ser una especie saprofita con una extensa
capacidad para degradar sustratos celuldsicos. Un aislado de esta especie ha sido ampliamente
utilizado para la produccién de enzimas celuloliticas, a nivel de escala industrial, a partir del siglo
XX (Martinez et al., 2013, pp.2-6). Las especies pertenecientes a este clado son mesofilas, aptas para
crecer de manera acelerada y esporular hasta temperaturas de 40° C. Por esta caracteristica, los
aislamientos de varias especies pertenecientes a este grupo pueden causar enfermedades o
infecciones oportunistas en sujetos inmunodeprimidos, en particular T. citrinoviride, T. bissettii,

y T. longibrachiatum stricto sensu (Druzhinina et al., 2008: p.3456).

1.3.1.8 Control de calidad de producciones de Trichoderma

Los parametros que se evaltan para la calidad de produccion de Trichoderma spp. son basados
en: Medio de cultivo: Esterilidad, pH y Materias primas. In6culo: Pureza, viabilidad y
concentracion. Incubacion: Temperatura del cuarto de crecimiento, Control de producto: Pureza,
pH, concentracion conidios/mL, caracteristicas del cultivo, efectividad biolégica por bioensayo
(cultivo dual), Almacenamiento: Control de temperatura y tiempo de estabilidad (Fernandez, 2013,

Pp.364-365).
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1.3.1.9 Capacidad antagonista

Trichoderma spp. tiene la facultad de ser un hongo altamente antagonista. Esta capacidad esta
sujeta a la especificidad de la cepa y de sus modos de accidn; por consiguiente, pueden existir
aislamientos que sean mas eficientes para el control de cierto patdgeno que de otro y, es por ellos
gue se debe evaluar la especificidad. Ademas, en las interacciones antagénicas pueden estar
involucrados diferentes mecanismos de accion. La diversidad de estos en un aislamiento es una

propiedad importante para su eleccion como agente de control bioldgico (Martinez, 2013, p.7).

1.3.1.10Mecanismos de accion de Trichoderma

Los mecanismos de biocontrol que se le atribuyen a Trichoderma spp. son: micoparasitismo,
competencia por los nutrientes y antibiosis, es importante recalcar que el micoparasitismo es el
principal mecanismo de accion de este hongo. EI hongo es revestido por este biocontrolador, el
cual agrede y se introduce en las células provocandole un deterioro significativo, afectando y
deteriorando la pared celular, provocando desorden del citoplasma y contraccién de la membrana
plasmatica (Guédez et al., 2009). La habilidad que tienen los aislamientos de Trichoderma para
colonizar larizésfera de las plantas beneficia a estos mecanismos. Varios escritores han propuesto
diferentes mecanismos responsables de su accion biocontroladora, incorporando también la

produccién de compuestos inhibidores y la secrecion de enzimas (Infante et al., 2015: pp.89-91).

Asimismo, se conoce que el género Trichoderma manifiesta otros mecanismos, su accion
biorreguladora es de manera indirecta. Ademas, se puede citar mecanismos que inducen o elicitan
defensas fisiologicas y bioquimicas como es el caso de la activacion de compuestos asociados
con la resistencia (Induccion de Resistencia) en las plantas, con la detoxificacion de toxinas
secretadas por el patégeno y la inactivacién de sus enzimas durante el proceso de infeccién; la
solubilizacién de nutrientes, no son accesibles para las plantas en su forma original. El mecanismo
de capacidad podria crear un entorno propicio para el crecimiento de las raices, ayudando a

extender la tolerancia de la planta al estrés (Infante et al., 2015: p.10).

1.3.1.11Micoparasitismo

Al tratar el mecanismo Ilamado micoparasitismo se puede decir que es un proceso dificultoso que
comprende eventos secuenciales, incluido el reconocimiento, el ataque y la posterior penetracion
y muerte del huésped, es decir, es el ataque directo de un hongo a otro. Trichoderma spp. puede
ejercer un control biol6gico directo parasitando una variedad de hongos, detectando otros hongos

y creciendo hacia ellos. Se cree que los hongos secretan exoquitinasas de forma constitutiva a
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niveles bajos. Cuando las quitinasas degradan las paredes celulares de los hongos, liberan

oligdbmeros gue inducen exoquitinasas y comienza el ataque (Benitez et al., 2004).

Para Martinez (2013) se refiere a un proceso de gran complejidad en la interaccidén antagonista-
patdgeno, que se lleva a cabo en cuatro etapas, las cuales son: Crecimiento quimiotréfico donde
Trichoderma spp. puede detectar a distancia a sus potenciales huéspedes, Reconocimiento: Se
considera que existe una elevada especificidad del antagonista por el sustrato. La Adhesion y
enrollamiento: ocurre por la asociacion de un azlcar de la pared del antagonista con una lectina
presente en la pared del patdgeno. Actividad litica: Que hace relacion al rendimiento de las
enzimas liticas extracelulares, fundamentalmente glucanasas, quitinasas y proteasas, que reducen

la pared celular del patégeno y permiten la entrada del micelio de Trichoderma spp.

1.3.1.12Antibiosis

Aguellos metabolitos que son secretados por el hongo Trichoderma spp y que poseen actividad
antifingica. Compone un grupo de compuestos tanto volatiles como no volatiles, bastante distinto
en cuanto se refiere a estructura y funcion. Una alta cantidad de cepas de Trichoderma spp.
originan compuestos metabolitos secundarios, algunos de estos inhiben a otros microorganismos,
en donde no se ejerce contacto fisico. En otras palabras, se puede decir que este mecanismo se
hace presente durante interacciones que involucran compuestos difusibles de bajo peso molecular
0 antibidticos producidos por cepas de Trichoderma que inhiben el crecimiento de otros
microorganismos. La mayoria de las cepas de Trichoderma producen metabolitos tdxicos
volatiles y no volétiles que impiden la colonizacién por microorganismos antagonizados; entre
estos metabolitos, se ha descrito la produccion de acido harcianico, alameticinas, tricolina,
peptaibols, antibidticos, 6-pentil-a-pirona, massoilactona, viridina, gliovirina, glisopreninas,
acido heptelidico y otros. En algunos casos, la produccion de antibidticos se correlaciona con la

capacidad de control biolégico y los antibi6ticos purificados imitan el efecto de todo el agente
(Benitez et al., 2004).

1.3.1.13Competencia por los nutrientes

Trichoderma posee una gran capacidad para transportar y absorber nutrientes del suelo en
comparacion con otros organismos. El uso eficiente de los nutrientes disponibles se basa en la
capacidad de Trichoderma para obtener ATP a partir del metabolismo de diferentes azlcares,
como los derivados de polimeros muy extendidos en ambientes fungicos: celulosa, glucano y

quitina entre otros, todos ellos dando glucosa. Los componentes clave del metabolismo de la
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glucosa incluyen enzimas de asimilacion y permeasas, junto con proteinas involucradas en las

modificaciones de la membranay la pared celular (Benitez et al., 2004).

De acuerdo a Martinez (2013), explica que para que haya competencia es necesario que exista la
escasez o limitacion de un requerimiento, es por ellos, que se puede definir a la competencia como
una conducta desigual de dos 0 mas organismos frente a un requerimiento igual, solo si el empleo
del mismo por uno de ellos, menore la cantidad necesaria para los otros. Cabe recalcar que al
encontrarse Trichoderma spp. en casi todo el mundo, es una clara sefial de que este hongo es un
competidor extraordinario tanto por recursos nutricionales y el espacio donde se encuentra.
Hierro, carbono y nitrato son los elementales en cuanto a la competencia por nutrientes de
Trichoderma. La competencia de este antagonista se ve favorecida por algunos atributos entre los
cuales se hayan: una elevada velocidad de crecimiento, asi como en el microambiente los
competidores son detenidos por la segregacion de los metabolitos de diferente naturaleza. Este
modo de accidn consiste en impedir el paso al patdgeno y resulta importante para la diseminacion
del antagonista.

1.3.1.14Usos de Trichoderma en la remediacion de la contaminacion

Es muy posible que Trichoderma posea usos muy significativos a gran escala en la remediacién
de contaminantes tanto en suelos como en aguas. En estudios realizados en cepas de T. harzianum
gue se caracteriza por ser altamente competente en la rizosfera, se pudo conocer que perfeccionan
el crecimiento de las raices de una variedad de las plantas. Este crecimiento mejorado de la raiz,
cuando se combina con una planta que hiper-acumula téxicos, aumentara el volumen de suelo
colonizados por raices, incluida la mejora de la penetracion profunda de las raices. Otro aspecto
fundamental de Trichoderma spp. es que en las raices aumenta la absorcién de nitratos y otros
iones, inclusive pueden intensificar la absorcion de varios metales toxicos y metaloides, en

consecuencia, deberia ayudar a actividades fitoextractivas (Harman, 2016).

En la region de la rizosfera, algunas cepas de Trichoderma spp. liberan metabolitos que mejoran
el crecimiento de las plantulas y también provoca resistencia al estrés abidtico. Este hongo tiene
un gran potencial contra los patdgenos transmitidos por el suelo y es posible que pueda reemplazar

a los pesticidas quimicos en un futuro proximo (Kumar y Ashraf, 2017: pp.497-453).
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1.3.2 Beauveria bassiana

1.3.2.1 Aspectos generales

Estos hongos mantienen una relacion simbiotica con sus huéspedes vegetales. Beauveria segrega
una cadena de enzimas y metabolitos secundarios, esto es para cumplir con las funciones
ecologicas. Cabe recalcar que la aplicacion de este hongo es muy codiciado para el control
biolégico, ademas varios estudios han manifestado la capacidad que posee para producir otras

enzimas vitales que incorporan amilasa, asparaginasa, celulasa, galactosidasa, etc (Amobonye, 2020,
pp.1019-1022).

1.3.2.2 Modo de accion

El hongo es capaz de infectar a mas de 200 especies de insectos. Su aspecto es polvoso, de color
blanco algodonoso o amarillento cremoso. En cuanto al ciclo de vida esta conformado por 2 fases:

la patogénica y la saprofitica (Conrado et al., 2019: p.538).

1.3.2.3 El desarrollo del hongo

Se pueden definir en algunas etapas:

= Adhesion. El primer contacto que se da entre el hongo entomopatégeno y el insecto ocurre
cuando la espora (conidio) es almacenada en la superficie del insecto.

= Germinacion. El conidio empieza el desarrollo de su tubo germinativo y un érgano sujetador
denominado apresorio, que le da la potestad de fijarse a la superficie del insecto. Para que la
germinacion sea adecuada se necesita que la humedad relativa sea del 92 % y la temperatura
este dentro del rango de 23 a 25 °C.

= Penetracion. Después de la fijacion mediante mecanismos y quimicos, el hongo ingresa en el
insecto a través de las partes blandas.

= Produccion de toxinas. En el interior del insecto, el hongo tiende a ramificar sus estructuras y
colonizar las cavidades de hospedante. Crea la toxina llamada Beauvericina que ayuda a
despedazar el sistema inmunoldgico del patégeno, lo que favorece la invasion del hongo a
todos los tejidos.

» Muerte del insecto. La muerte del patogeno y fin de la fase parasitica, da origen al comienzo
de la fase saprofitica.

= Multiplicacién y crecimiento. Seguido de la muerte del insecto, el hongo incrementa sus

unidades infectivas Ilamadas hifas y estas de manera sincronica crecen, acabando por invadir
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todos los tejidos del insecto y convirtiéndose en resistente a la descomposicion, supuestamente

por los antibidticos segregados por el hongo (Conrado et al., 2019: p.538).

1.3.2.4 Aplicaciones en campo

El hongo debe ser aplicado en condiciones aptas de medio ambiente como temperatura, humedad,
asi también como la presencia de los hospederos. Entre las formas de aplicacion se pueden
encontrar: la mas comun es aplicaciones foliares, uso de trampas con organismos inoculados con

el hongo, afiadiendo feromonas para atraer a las plagas; y, a través del riego en “drench” (Conrado
et al., 2019: p.538).

1.3.3 Metarhizium

1.3.3.1 Aspectos generales

El hongo Metarhizium anisopliae, forma parte de los hongos méas usados en cuanto a control
biolégico, ya que ha demostrado ser muy efectivo en el control de plagas de insectos como
palomilla dorso de diamante (Plutella xylostella) y gallina ciega (Phyllophaga spp.) si hablamos
de como se suministra en los campos de cultivos, la respuesta es en forma de espora, que genera
una hifa infectiva, un tubo que por presion mecanica y degradacion enzimatica rompe la cuticula

del insecto y penetra hasta llegar a la hemolinfa (Navarro, 2018).

1.3.3.2 Importancia

Los hongos patégenos de invertebrados del género Metarhizium se encuentran cominmente en
todo el mundo, existe evidencias de que algunas cepas han progresado llegando a actuar como
bioplaguicidas y muchas otras han mostrado potencial para controlar importantes plagas de

insectos (Glare, 2021, pp.440-448).

1.3.3.3 Balance biol6gico

El objetivo de realizar aplicaciones de Metarhizium anisopliae en campo, es para implantar un
control bioldgico, o en otras palabras se refiere a conservar un balance entre los organismos para
que los insectos no se conviertan en plagas. EI hongo se utiliza en forma integral, combinado con
otras formas de control efectivas y menos contaminantes, como trampas y rotacion de cultivos,
para asi limitar el uso de los insecticidas quimicos que en gran medida son nocivos para los

ecosistemas y la salud humana (Padilla, 2018, pp.84-87).
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1.4 Métodos de aislamiento y caracterizacidn de antagonistas fngicos.

1.4.1  Aislamiento de microorganismos

El aislamiento se refiere a la separacién de cierto microorganismo de los demés que se
encontraban junto a él. Se dice que el método mas utilizado es el método de siembra por estria en
un medio de cultivo solido en la caja Petri. El triunfo del aislamiento consiste en realizar la mayor
cantidad de estrias posibles, con lo cual se asegure un cierto nimero de células que estén lo

suficientemente separadas para su estudio (Samaniego, 2018).

1.4.2 Caracterizacion de microorganismos

Desde el punto de vista investigativo se puede definir a la caracterizacion como una fase de
descripcion, con el objetivo de identificar los atributos que distinguen a los microorganismos de
los demas, ya sea mediante la observacion de su forma, color o alglin otro aspecto (Marin, 2016,

pp.3-7).

1.4.3 Tipo de siembra:

1.4.3.1 Dilucion

La dilucion se lleva a cabo, generalmente, por alguno de los siguientes sistemas:

= Sjembra por estria en placa

El proceso se los realiza en una zona estéril, junto al mechero y abriendo la caja sélo si fuera
necesario. Procedimiento: a) Esterilizar el asa de siembra como se ha indicado y tomar una asada
de la muestra mixta. b) Colocar la caja de Petri sobre la palma de la mano, no abrir completamente
la caja. ¢) Distribuir el in6culo en el borde del agar y realizar una estria sin despegar el asa,
evitando perforar el agar. d) Cerrar la caja y esterilizar el asa. €) Finalmente sellar y etiquetar con
marcador indeleble la caja (medio de cultivo utilizado, muestra empleada, No. de equipo, seccion

y fecha) y finalmente incubar la caja de manera invertida (Avila et al., 2014).
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= Vertido en placa

Esta técnica se emplea para aislar microorganismos o para realizar un recuento en una muestra de
interés, se debe tener la muestra homogenizada, seguidamente con la pipeta se toma una alicuota
de la muestra diluida y se la deposita en el centro de la caja Petri, se cierra la caja Petri, después
se vierte el agar que se encontraba en un bafio de agua, se procede a tapar la caja y se hace
homogenizar el agar con el indculo realizando movimientos suaves. Esta técnica tiene la finalidad
de obtener colonias aisladas para la obtencién de un cultivo puro, o bien para la cuantificacion
(Urzla, 2014).

» Extension en placa

Las muestras diluidas se siembran directamente en la superficie de la placa de agar,
extendiéndolas con ayuda de un asa estéril. Esta suspension es absorbida por el agar, dejando las
células microbianas en la superficie. Las placas se mantienen en incubacion hasta la aparicion de
las colonias. En el método de siembra por estria, no hay la seguridad de que las colonias que se
muestran en las placas sembradas por extension o en el agar gelificado sembrado por el método
del vertido en placas sean cultivos axénicos hasta que se vuelva hacer el proceso. Las 2 técnicas
de siembra por dilucion exponen la ventaja de permitir obtener un mayor nimero de colonias
aisladas que el método de siembra por estria, es por ello que se eligen cuando se desea seleccionar

una cepa a partir de una mezcla con varios tipos de microorganismos (Santana, 2020).

1.4.3.2 Centrifugacién

El método por centrifugacion consiste en que se pueden separar solidos de liquidos de distinta
densidad mediante una fuerza centrifuga. La centrifuga impulsa a una mezcla a experimentar un
movimiento rotatorio con una fuerza de mayor intensidad que la fuerza gravitacional,

ocasionando la sedimentacion del sélido o de las particulas de mayor densidad (Fuentes, 2015).

1.4.4  Medios de cultivo
Son aquellas formulaciones de sustancias que contienen compuestos naturales y/o sintéticos, en

forma liquida, s6lida o semi-sélida cuyo propésito es permitir la multiplicacién, o preservar la

viabilidad de microorganismos (Enriquez, 2016, pp.6-8).
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1.4.4.1 Papa dextrosa agar (PDA)

Se trata de un medio muy utilizado que sirve para aislar todo tipo de hongos. Se prepara a partir
de infusién de papa y dextrosa. La base que posee el medio es altamente nutritiva, facilita el
crecimiento de hongos y levaduras, también permite la esporulacion y la produccion de pigmentos

en algunos dermatofitos. El agar es adicionado como agente solidificante (Nufioa, 2015).

1.4.4.2 PDA enmendado

Es considerado un medio modificado, a este PDA se le puede afiadir antibiéticos, acidos y
funguicidas en el caso de Trichoderma puede darse un crecimiento dentro de un medio que
contenga fungicida. Este medio es recomendado también para realizar recuentos y para el cultivo

de hongos y levaduras de importancia clinica (Nufioa, 2015).

1.4.4.3 Medio selectivo de Trichoderma (TSM)

El TSM es el medio que se estandariz6 y se enriquecio para el aislamiento de Trichoderma,
ademas, es utilizado para la produccion de esporas (Stocco et al., 2015: pp.2-4).

1.4.4.4 Medio rosa de bengala

El agar rosa de bengala es un medio de cultivo selectivo para el recuento de hongos filamentosos
y levaduras en alimentos de acuerdo a la Norma ISO 21527-1. Delimita notablemente el desarrollo
de la colonia de los hongos filamentosos de esta manera se refrena que el crecimiento exacerbado

de algunas colonias enmascara a las mas lentas y, al mismo tiempo, favorece el recuento (Condalab,
2019).

1.4.5 Métodos de preservacion

1.4.5.1 Método Castellani

Al método Castellani se lo denomina cultivo en agua o llamado también inmersion en agua
destilada estéril, posiblemente es la técnica més sencilla para la conservacion de las cepas de
hongos; Se puede decir que es un método ideal para pequefias colecciones o laboratorios con bajos
recursos, aunque también ha sido utilizado por las grandes colecciones del mundo desarrollado.
Resulta beneficioso préacticamente para todos los hongos patégenos porque ha logrado conservar

la viabilidad, pureza y estabilidad por periodos de mas de 20 afios. Entre las ventajas del método
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se pueden citar el descenso de la tendencia al pleomorfismo por parte de ciertas especies de
hongos, evade el ataque de los acaros, es un método facil y de bajo costo, que no necesita de
personal especializado y garantiza en gran medida la viabilidad y las caracteristicas de los
cultivos, lo que lo convierten en un atractivo método para muchos laboratorios. Otra ventaja
importante es que permite la manipulacién de las formas filamentosas de los patdgenos dimérficos

€ON un Menor riesgo (Fernandez, 2013, pp.366-367).
1.4.5.2 Método de glicerol a -20°C
El glicerol es considerado el mejor crioprotectante para la criopreservacion de los cultivos

provenientes de luz blanca, este método evita la congelacién del agua y ayuda a mantener por mas
tiempo los hongos (Romero, 2015, pp.30-33).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Caracteristicas del lugar

2.1.1.1 Localizacién

Las muestras fueron colectadas en la provincia de Galapagos el detalle de las localidades se

encuentra en la siguiente tabla:

Tabla 2-2: Listado de las localidades y el tipo de cultivo en el Cantén Santa Cruz

PROCEDENCIA: ISLAS GALAPAGOS
RDENADA
CANTON SECTOR coo S TIPO DE CODIGO
X Y CULTIVO
Santa Cruz Camino J4a390  gogps0s  Culvodehoa oA
Viejo Kale (muestra 1)
Santa Cruz El Cascajo 884571 9985470  Meldn (muestra 1) PTGM2A
Media . .
Santa Cruz Luna 797600 9924212  Café (var. Catimor) PTGM3
Santa Cruz La Fortuna 797600 9924212  Café (var. Tipica) PTGM4
Santa Cruz El Cascajo 884571 9985470 Tomate PTGM5
Santa Cruz Media 797600 gopap1p ~ MaizAmarillo PTGM6B
Luna (muestra 1)
Media Bosque no
Santa Cruz 797600 9924212 intervenido PTGMT7A
Luna
(muestra 1)
Santa Cruz El Cascajo 884571 9985470 Pimiento PTGM8

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

El aislamiento y la caracterizacion se realizé en el laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de

Recursos Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
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2.1.1.2 Ubicacion geogréfica

El Laboratorio de fitopatologia de la Facultad de Recursos Naturales de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo (ESPOCH) se encuentra ubicado en la Panamericana Sur km 1 1/2,

Cantén Riobamba, Provincia de Chimborazo, Ecuador.

Altitud: 2850 m. s. n. m.
Longitud: 78°40° 59” W
Latitud: 01°38* 51"’ S
(Negrete y Arébalo, 2014)

2.2 Materiales y equipos

2.2.1 De escritorio

Computadora

e Impresora

e Regla

o Léapices

e Borradores

e Carpeta

e  Cuaderno de apuntes
o Esferos

e  Papeleria en general
e  Marcadores

e Tijeras

e Cinta

2.2.2 De Laboratorio

2.2.2.1 Materiales

e  Cajas Petri
e  Tubos de ensayo
e Cubre y porta objetos

e Pinzas
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° Envases de muestras

e Puntas de micropipetas (1000, 100, 10 pL)

e Varilla

e  Matraz Erlenmeyer
e Fundas ziploc

e Etiquetas

e Jeringas

e  Calibrador

e  Sacabocados

e Asas

e Algodon

o Papel toalla

e  Papel aluminio

e Canastilla

e Cradilla

e  Probeta

e  Cinta masking

e  Fosforera

e Libreta de apuntes
e Cinta parafilm

e Palillos

e  Sorbetes

e  Sobres de manila
e Mascarilla

e  Alcohol

2.2.2.2 Insumos

e Cloroformo-Alcohol-Isoamilico (24:1)
e Isopropanol (frio)

e Lacto glicerol

e Chloranfenicol al 5 %

e Etanol al 70% (frio)

e Alcohol al 75 %

e Sulfato de estreptomicina al 1%
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e Solucioén de lisis nuclear (Promega Wizard®)

e Solucién de precipitacion de proteinas (Promega Wizard®)

e Solucién de rehidratacion de ADN (Promega Wizard®)

e RNasa (Promega Wizard®)

e Enzima GoTaq Colorless Master Mix, 2x (Promega Wizard®)
e Agua destilada estéril

e Agente intercalante UniSafe DYE (20.000X)

o Gel Loadiying buffer

e Marcador molecular

2.2.2.3 Medios de cultivo

e  Papa Dextrosa Agar (PDA Difco ™) (Tabla 3-2)

e  Papa dextrosa agar enmendado (PDAE) (Tabla 3-2)
e  Medio selectivo de Trichoderma (TSM) (Tabla 3-2)
e  Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA) (Anexo L)

¢ Rosa de bengala (RB) (Tabla 3-2)

e  Agar harina de maiz (AHM OXOID)

e Agar avena (Anexo M)

e Agua-agar (AA BIOCEN)

2.2.2.4 Equipos

e Autoclave vertical (HIRAYAMA MANUFACTURING CORP.)
e Balanza analitica (RADWAG)

e Vortex (FISHER SCIENTIFIC)

e  Agitador magnético (COLE-PARMER)
e  Céamara de flujo laminar (BIOBASE)

e Incubadora (MEMMERT)

e Incubadora (BIOBASE)

e  Mechero de Bunsen

e Destilador de agua (BOECO)

e Bafio Maria (STABLETEMP)

e  Estereoscopio

e  Microscopio optico (CARL ZEISS)
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e Secadora de vidrio (J.P.SELECTA, s.a.)

e  Agitador shaker (COMECTA-IVYMEN)

e Centrifuga (EPPENDORF)

e  Céamara fotografica (CANON)

e  Micropipeta (1000,100,10 pL)

e  Camara de conteo de Neubauer (HIRSCHMANN®)
e Termociclador (EPPENDORF)

e  Transiluminador (Fisher Scientific 88A)

e Ultracongelador (BIOBASE)

2.3 Metodologia

2.3.1 Aislamiento de hongos antagonistas de suelo

Serealiz6 el aislamiento en muestras de suelo recolectadas en los suelos agricolas del cantén Santa
Cruz, parroquia Bellavista de la provincia de Galapagos. En donde se procedi6 a utilizar 4 medios
de cultivo (Tabla 3-2) con 3 repeticiones por cada medio de cultivo (solucién madre, dilucion y

centrifugacion), dando un total de 288 cajas utilizadas para las 8 muestras analizadas.

Tabla 3-2: Medios de cultivo utilizados para el aislamiento

MEDIO DE
CULTIVO COMPONENTE CA’E‘;/'SAD
PDA papa dextrosa agar 44
papa dextrosa agar 44
PDAE Rosa de bengala 0,02
Chloramphenicol 0,3
RB Rosa de bengala 32
Sulfato de Mg 0,2
Fosfato de K 0,9
Cloruro de K 0,15
Nitrato de amonio 1
TSM Glucosa 3
Chloramphenicol 0,25
Terraclor 0,2
Rosa de bengala 0,15
Agar 20

Fuente: (Samuels et al., 2015)
Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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Las muestras fueron tomadas y vertidas individualmente, en bolsas ziploc, se sellaron y se

llevaron al Laboratorio para su conservacion en frio, hasta el momento de su procesamiento
(Samaniego, 2018).

Se tomd 27,7 g de suelo y se preparé la solucion madre, en la cual se colocé por cada gramo de
suelo 9 mL de agua. Las siembras se conservaron bajo condiciones de laboratorio, fueron
revisadas cada dia con el objetivo de observar la presencia de micelio caracteristico de
Trichoderma spp. cuyas caracteristicas son: micelio algodonoso y compacto de acuerdo van
envejeciendo; al existir carencia de luz el micelio se torna de color blanco algodonoso; en cambio,
con presencia de luz se da la esporulacion, esta es notoria presentando un color verdoso y en
algunos casos tienen apariencia de anillos en forma concéntrica. Cuando se realiz6 la observacion
de las muestras se busco: fialides, micelio septado, esporas, clamidosporas y conidios, y se

corroboraron con claves taxondémicas de Samuels et al., (2015).

2.3.2 Caracterizacion macroscopica de los hongos antagonistas

Una vez que se obtuvo el crecimiento de los hongos luego de transcurridos 10 dias de la
incubacion, se procedié a la purificacion, mediante repiques continuos. Para ello, se selecciond
con base en las distintas morfologias de las colonias, una fraccién de micelio independiente
empleando un asa bacterioldgica, y se realiz6 la siembra mediante discos de 7 mm en una placa
con medio PDA fresco. Este procedimiento debi6 ser repetido cada tres o cinco dias, hasta la
obtencidn de colonias independientes (morfologia en colonia Unica y consistente). Ademas, para
la caracterizacion morfoldgica las cepas de Trichoderma spp. se identificaron siguiendo la guia

de Samuels et al., (2015).

2.3.2.1 Obtencion de cultivos monosporicos

Se utiliz6 la metodologia segln Alfenas (2016) con las siguientes modificaciones, se procedio a
tomar una fraccion de micelio procedente de las cajas de repique y con la ayuda de un palillo se
coloco el micelio dentro del tubo de ensayo que contenia agua destilada, se agit6 hasta que la
solucion se mezcl6 para luego verter el contenido del tubo en una caja petri con medio agar-agua
al 2%, pH a 5.6, seguidamente se desechd el liquido y los fragmentos de micelio, se selld la caja
y se conservé durante un dia verticalmente. Finalmente, una vez que las esporas fueron
observadas en el microscopio estereoscopio, se seleccion6 una sola espora y se sembré en una

nueva caja Petri y se incubd por una semana a 25° £ 1 °C.
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2.3.2.2 Caracterizacidn cultural de hongos antagonistas

Se tomd como punto de partida los cultivos monosporicos, y se procedio a realizar cortes de discos
de micelio de 7mm didmetro, el cual se transfirié a cajas Petri con medio PDA, ademas de
adicionarle antibidtico (Sulfato de estreptomicina al 1% y Chloranfenicol al 5%), se incubaron a
25 °C £ 1. Ademas, se llevo un registro fotografico y periddico de la morfologia en las cajas Petri,
se determind la tasa de crecimiento micelial (mm/dia) cada 24 h, el color de las colonias, su

pigmentacion y la textura.

2.3.3 Caracterizacion morfoldgica

2.3.3.1 Microcultivo de hongos antagonistas

Para la observacion y diferenciacion microscopica de los hongos, fue necesario seguir con el
método propuesto por Harris (1986), que se asemeja a la actividad que se describe a continuacion:
en la cabina de flujo laminar, se prepararon las cajas Petri con una base de papel secante y con
sorbetes en forma de “A” que sirvieron de base a un portaobjetos, las placas para microcultivo
consistieron en sumergirlas dentro del medio y luego se tom6 una pequefia fraccion de micelio
con un palillo que fue cubierta con un cubre objeto, rotulada, sellada con esmalte y se incubé de

dos, tres y cinco dias, este proceso se lo realiz6 dentro de la cabina de flujo laminar.

2.3.3.2 Montaje de placas

En la placa porta objeto se colocé una gota de lactoglicerol, seguidamente con ayuda de una cinta
scotch se tom6 una pequefia cantidad de micelio de la caja y luego se procedié a colocar la cinta
en la placa para su posterior observacién bajo el microscopio.

2.3.3.3 Conservacion de los hongos antagonistas

Se procedi6 a la conservacion de los hongos, mediante la colocacion de discos de micelio en

microtubos con agua estéril (Método de Castellani). Se cortd discos de 7 mm con la ayuda de

sorbetes y luego se colocaron dentro de los tubos.
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2.3.4 ldentificacion molecular de las cepas obtenidas mediante PCR.

2.3.4.1 Obtencion de micelio para extraccion de ADN genémico

Después de obtener los aislados puros se caracterizaron y se seleccionaron. La biomasa de los
hongos filamentosos se obtuvo utilizando un medio liquido descrito a continuacién, para ello, se
tomo discos de micelio de 7 mm y se sembro en tubos de ensayo y cajas Petri con medio liquido
(Tabla 4-2). Los tubos fueron incubados a £25° durante 336 h.

Tabla 4-2: Composicién del medio liquido
MEDIO LIQUIDO

COMPONENTE CANTIDAD UNIDAD

Sacarosa 10 g/L
Asparagina 2 g/L
KH2PO4 1 g/L
MgS04.7H.0 0,1 mg/L
ZnS04.7H,0 0,44 mg/L
FeCls.6H.0 0,48 mg/L
MnCl,.H,0 0,36 mg/L
Agar 0,25 g/L

Fuente: (Samuels et al., 2015)

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

2.3.4.2 Extraccion del ADN genémico

Se realiz6 la extraccion del ADN gendmico para la caracterizacion molecular de Trichoderma
spp. con la ayuda del Kit Promega Wizard® de acuerdo a las recomendaciones del fabricante

con las siguientes modificaciones:

Se tom6 una pequefia cantidad de micelio macerado del tubo y se transfirié a microtubos de 1,5
mL. Posteriormente se adicionaron 600 L de solucidn de lisis nuclear y se agit6 en el vortex por

3 sy después se incubd a 65 °C por 15 min, invertiendo los tubos cada 5 min.

Posteriormente se adicionaron 200 pL solucion de precipitacion de proteina, colocando en el
vortéx por 20 s, seguido se centrifugd por 10 min a 14000 rpm. Con el precipitado de proteinas
se formd un pellet, seguidamente se traspasé el sobrenadante (600 pL) conteniendo ADN para un
nuevo microtubo (1,5 mL), se agregaron 600 puL de cloroformo-alcohol-isoamilico (24:1) se
coloco en el vortex por 20 s. Luego se centrifugd por 8 min a 14000 rpm y se transfirio el

sobrenadante (= 600 pL) conteniendo el ADN para un nuevo microtubo.
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Después se adicionaron 600 uL de isopropanol frio cuidadosamente mezclando la solucién
invirtiendo los tubos. Luego se dejo la solucidn en el congelador por 10 min, finalmente se

centrifugaron los tubos a 14000 rpm por 10 min.
Observando que existio la formacién del pellet se descartd cuidadosamente el sobrenadante.
Seguidamente se procedié a realizar dos lavados con etanol al 70% frio, en los dos lavados se

adicionaron 600 pL de etanol y se centrifugé a 14000 rpm por 5 min.

Seguidamente se desechd el etanol y se dejaron los tubos con la tapa abierta y de forma horizontal
sobre el papel toalla para el secado del pellet.

Finalmente, después de casi 15 horas, se resuspendio el pellet con 50 pL de TE y 2 uL de RNasa
en cada tubo, se incubd a 37° C por 5 horas y se almacen6 el ADN a -20°C hasta su posterior uso.

2.3.43 PCR

Para la identificacion molecular de los diferentes morfotipos obtenidos, se emple6 la técnica de

amplificacién cadena del ADN polimerasa (PCR), con los primers descritos a continuacion:

Tabla 5-2: Primers utilizados en la PCR

Gen .
Nombre Amplificado Secuencia
'f:%”’g,d 10 uM RNA 5-GAYGAYMGWGATCAYTTYGG-3
rop Polimerasa
Reverse 10 pM  Subunidad?2 . .
i (Rpb2)  3-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-5

Fuente: (Samuels et al., 2015)

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Para la elaboracién del mix de la reaccion se utilizaron los siguientes reactivos:

6,25 pL GoTag® Colorless Master Mix, 1 pL (pmol) primer forward (frbp25f), 1 pL (pmol)
primer reverse (7CR) y 2,25 pL de agua ultra pura estéril. Para realizar la PCR las muestras se

prepararon con el proceso expuesto a continuacion:

Se coloc6 en tubos de 0,2 mL un volumen del mix de 11,5 uL mas 2 uL de ADN genémico,
dando un volumen total de 12,5 pL por cada reaccion de PCR, el control negativo de la PCR se
lo realiz6 sustituyendo el ADN por agua ultra pura estéril y se colocaron los tubos en el

termociclador EPPENDORF modelo vapo.protect con el siguiente programa:
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a. Desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min.
b. 38 ciclos de:

Desnaturalizacién 95 °C por 1 min.

Alineacion 53 °C por 2 min.

Extension 72 °C por 2 min.

c. Extension final 72 °C por 10 min.

Finalmente, se almacen6 los productos de PCR a -40°C en el ultracongelador.

2.3.4.4 Electroforesis

Para comprobar la amplificacién de los productos de PCR se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa a una concentracion de 1%, adicionando el agente intercalante de ADN UniSafe Dye
Nucleic Acid Staining Solution (20,000x) (5 pL en 100 pL de agarosa) en el gel, usando Tris
borato EDTA (TBE) a una concentracion 1X en agua destilada estéril.

Se procedié a verter la solucidn en la cuba para la formacion del gel, ademas se colocd las vinchas
para que se formaran los pocillos. Una vez gelificada la solucién se vertio la solucion buffer TBE
y luego las muestras de los productos de PCR fueron cargadas en los pocillos en un volumen de
2 UL con 3 pL de buffer de carga. Después de la electroforesis los productos de PCR fueron

visualizados en un transiluminador marca Fisher Scientific 88A.

2.3.4.5 Secuenciacion.

Los productos de PCR obtenidos fueron secuenciados usando la tecnologia SANGER en la
empresa MACROGEN KOREA.

2.3.4.6 Andlisis de secuencias

Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa Chromas 2.6.6 y BLASTn del NCBI.
Primero, se verifico la calidad de las secuencias por revision de los cromatogramas en el programa
Chromas 2.6.6. Aquellas de buena calidad se depuraron eliminando los extremos y los fragmentos
que presentaban ruido. Para la confirmacion de la identidad de cada especie, con las secuencias
depuradas se realizaron alineamientos de nucleétidos mediante el algoritmo BLASTn del NCBI,
considerando los siguientes parametros: % de identidad, % de cobertura, E-value contra las
secuencias reportadas en el Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica (sus siglas en
inglés NCBI).
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2.3.4.7 Analisis Filogenéticos

Los andlisis filogenéticos empleando el gen Rpb2 fueron ejecutados con base en secuencias de
especies conocidas. Se utilizé el programa MEGA 10.0 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis), todas las secuencias recuperadas fueron alineadas con las secuencias de los aislados
fangicos empleando el software Muscle® (Kumar et al., 2017: pp.454-458). Todas las filogenias
fueron realizados a través de la interfaz online del CIPRES Science Gateway (Miller, 2010). Los
arboles resultantes fueron observados en el software FigTree y editados en el programa grafico

Inkscape 0.92.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Aislamiento de Trichoderma spp.

De las siembras realizadas a partir de las muestras de suelo recolectadas en los suelos agricolas del
cantén Santa Cruz, parroquia Bellavista de la provincia de Galapagos, se obtuvieron en el medio
PDA 7 aislados, en PDAE 6 aislados y en RB 8 aislados de Trichoderma, a diferencia del TSM
en donde no se obtuvo ningun aislado (Gréfico 1-3).

N° AISLADOS

PDA PDAE RB TSM
MEDIO DE CULTIVO

Grafico 1-3. Numero de aislados de Trichoderma por cada medio de cultivo utilizado: PDA,
PDAE, RBy TSM

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

De los 21 aislados de Trichoderma que se obtuvieron de las siembras realizadas a partir de las
muestras de suelo recolectadas en los suelos agricolas del cantén Santa Cruz, parroquia Bellavista
de la provincia de Galapagos, 4 fueron en el cultivo de Hoja de Kale, 4 en melén, 6 en café var.
catimor, 1 en Café var. Tipica, 1 en tomate, 4 en maiz amarillo, 1 en bosque no intervenido y 0

en pimiento (Grafico 2-3).
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Grafico 2-3. Nimero de aislados de Trichoderma por muestra segun cultivo.

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2  Caracterizacion morfoldgica y molecular de las cepas de Trichoderma spp.

Se realizo la identificacion morfoldgica de las 21 cepas a nivel género, basandose en las claves
taxondmicas de Samuels et al., (2015). Las caracteristicas observadas para los 21 aislados
correspondieron a las reportadas para el género Trichoderma. Se observé la presencia de hifas
hialinas septadas colonias con pigmentacion verde, conidiéforos ramificados, fialides en forma
de botella y verticiladas, conidios redondos y ovalados de color verde. De igual forma, se evalud
la tasa de crecimiento micelial en (mm/dia) cada 24 horas durante 4 dias en tres medios de cultivo
(PDA, SNA'y AHM) y el color de la colonia.

El medio de cultivo PDA fue el que present6 un rapido desarrollo yendo desde los 3 a 5 dias, en
este medio las colonias de Trichoderma revelaron una apariencia de tipo algodonosa. Al privar al
micelio de luz se obtuvo una coloracién blanca algodonosa y al exponerlo a la presencia de luz se
observé un color verde claro hasta un verde oscuro en su esporulaciéon, dando paso a la formacién

de anillos concéntricos.
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3.2.1 Caracterizacién morfolégica

3.2.1.1 Trichoderma spp. cepa R1 M1A PDAE (A)

La cepa de Trichoderma spp. R1 M1A PDAE (A) crecié en medio de cultivo PDA (a) de forma
circular y rapida a 25 °C £ 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en comparacion a los medios de
cultivo SNA (b) (crecimiento maximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento maximo a los 5 dias),
con una tasa de crecimiento micelial de 23,89 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento
se mostro una tonalidad blanca (Pantone, 1994. p 9) de textura algodonosa y posteriormente, presentd
una tonalidad blanco-verdoso (Pantone, 1994. p 9), se observaron anillos concéntricos los cuales son
propios del género Trichoderma (Figura 2-3 a, b). Las descripciones elaboradas por Acurio et al.,
(2017), asi como también las realizadas por Samuels et al., (2015), fueron la base fundamental con las

cuales se comparo las caracteristicas descritas anteriormente.

Figura 2-3. Caracteristicas culturales de la cepa (A) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8
dias), SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidiéforos con ramificaciones piramidales, con ramas mas largas cerca del eje
principal, dicha descripcion coincide con la realizada por Kubicek et al., (1998), quien afirma que se
forma un angulo de 90° con las ramas que se encuentran mas cercanas a las puntas. En cuanto a
las fialides se observaron similar a la forma de botella (méas anchas en el centro y a medida que
se acerca a la punta se reducen) midiendo 10,0 um de largo x 2,5 um de ancho (Figura 3-3 a). Se
presentaron conidios lisos de apariencia ovalada, con una tonalidad verde oscuro midiendo 2,5
pum de largo x 1 um de ancho (Figura 3-3 b). Sus clamidosporas redondas mostraron una
tonalidad verde claro midiendo 8,8 um de largo x 8,8 um de ancho (Figura 3-3 c). Las medidas

se pueden observar en la (Tabla 6.3).
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Figura 3-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (A) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f),
conidioforos (cn) (a), conidios (¢) (b) y clamidosporas (cl) (c).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.2 Trichoderma spp. cepa R3 M3 PDAE (B)

La cepa de Trichoderma spp. R3 M3 PDAE (B) crecié en medio de cultivo PDA de forma rapida
a 25 °C = 1 en comparacion con los medios SNA (b) y AHM (c), con una tasa de crecimiento
micelial de 17,54 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se mostré una tonalidad
blanca de textura poco lanosa y posteriormente, presentd una tonalidad verde-grisacea y
formacion de anillos concéntricos (Figura 4-3 a, b). Dichas caracteristicas son propias del género
Trichoderma.

Figura 4-3. Caracteristicas culturales cepa (B) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidiéforos ramificados y largos, las fidlides verticiladas midiendo 11,3 um de
largo x 2,5 um de ancho (Tabla 6-3). Se presentaron conidios lisos de apariencia redonda, con
una tonalidad verde claro midiendo 2,5 um de largo x 2,5 um de ancho (Tabla 6-3). Sus
clamidosporas de forma redonda mostraron tonalidad verde claro midiendo 8,8 um de largo x 8,8
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um de ancho (Tabla 6-3). Se realiz6 la comparacion de dichas caracteristicas de la cepa de

Trichoderma spp, con las descritas por Kubicek et al., (1998).

Figura 5-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (B) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f) y
Conididforos (cn) (a), conidios (c) (b) y clamidosporas (cl) (c).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.3 Trichoderma spp. cepa R1 M1A RB (C)

La cepa de Trichoderma spp. R1 M1A RB (C) crecié en medio de cultivo PDA(a) de forma rapida
a 25 °C + 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en comparacién a los medios de cultivo SNA (b)
(crecimiento méaximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento maximo a los 5 dias), con una tasa de
crecimiento micelial de 24,58 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se mostrd una
tonalidad blanca de textura lanosa y posteriormente, presentd una tonalidad blanco-verdoso
(Pantone, 1994. p 9), se observaron anillos concéntricos los cuales son propios del género
Trichoderma (Figura 6-3 a, b). Las descripciones elaboradas por Acurio et al., (2017), asi como

también las realizadas por Samuels et al., (2015), fueron la base fundamental con las cuales se

compard las caracteristicas descritas anteriormente.

Figura 6-3. Caracteristicas culturales cepa (C) desarrollada en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8
dias), SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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Se observaron conididforos ramificados y largos con fialides verticiladas midiendo 8,8 um de
largo x 2 um de ancho (Figura 7-3 a). Conidios con una coloracion verde claro, lisos y redondos

midiendo de 2,4 um de largo x 2,4 um de ancho (Figura 7-3 b). Sin presencia de clamidosporas.

Figura 7-3. Caracteristicas morfolégicas cepa (C) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f)
y Coniditforos (cn) (a), conidios (c) (b).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.4 Trichoderma spp. cepa R1 M3 RB (D)

La cepa de Trichoderma spp. R1 M3 RB (D) creci6 en medio de cultivo PDA(a) de forma réapida
a 25 °C £ 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en comparacion a los medios de cultivo SNA (b)
(crecimiento maximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento méaximo a los 5 dias), con una tasa de
crecimiento micelial de 20,24 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se mostr6 una
tonalidad blanca de textura lanosa y posteriormente, presentd una tonalidad blanco-verdoso
(Pantone, 1994. p 9), se observaron anillos concéntricos los cuales son propios del género
Trichoderma (Figura 8-3 a, b). Las descripciones elaboradas por Acurio et al., (2017), asi como
también las realizadas por Samuels et al., (2015), fueron la base fundamental con las cuales se

compard las caracteristicas descritas anteriormente.

Figura 8-3. Caracteristicas culturales cepa (D) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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Se observaron conidiéforos gruesos, simétricos con ramificaciones piramidales, con ramas mas
largas cerca del eje principal, dicha descripcién coincide con la realizada por Kubicek et al., (1998),
quien afirma que se forma un angulo de 90° con las ramas que se encuentran mas cercanas a las
puntas. Las fidlides presentan una forma lageniforme midiendo 8,8 pum de largo x 2,6 um de ancho
(Figura 9-3 a). Conidios con una coloracion verde claro, lisos y globosos midiendo de 2,5 um de
largo x 2,5 um de ancho (Figura 9-3 b). Sin presencia de clamidosporas. Las medidas se pueden

observar en la (Tabla 6-3).

Figura 9-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (D) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f)
y Conidioforos (cn) (a), conidios (c) (b).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.5 Trichoderma spp. cepa R1 M2A-D PDA (E)

La cepa de Trichoderma spp. R1 M2A-D PDA (E) crecié en medio de cultivo PDA (a) de forma
rapida a 25 °C + 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en comparacion a los medios de cultivo
SNA (b) (crecimiento maximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento méaximo a los 5 dias), con
una tasa de crecimiento micelial de 22,08 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se
mostré una tonalidad blanca-amarillosa de textura algodonosa y posteriormente, presentd una
tonalidad verde oscuro con formacion de anillos concéntricos los mismos que son caracteristicos
del género Trichoderma (Figura 10-3 @, b). Las descripciones elaboradas por Sanchez et al., (2021),

fueron la base fundamental con las cuales se comparo las caracteristicas descritas anteriormente.
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Figura 10-3. Caracteristicas culturales cepa (E) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidiéforos simétricos con ramificaciones cortas, las fidlides con forma
lageniforme midiendo 8,8 um de largo x 2,5 um de ancho (Figura 11-3 a). Conidios con una
coloracion verde claro, lisos y de forma globosa o subglobosa midiendo 2,5 um de largo x 2,5 um
de ancho (Figura 11-3 b). Sus clamidosporas globosas presentaron una tonalidad verde claro
midiendo 10 pum de largo x 10 um de ancho (Figura 11-3 ¢). Se realiz6 la comparacion de dichas
caracteristicas con las descritas por Kubicek et al., (1998), las medidas se pueden observar en la
(Tabla 6-3).

Figura 11-3. Caracteristicas morfologicas cepa (E) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f)
y Conidioforos (cn) (a), conidios (c) (b) y clamidosporas (cl) (c).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.6 Trichoderma spp. cepa R1 M3 PDAE (F)

La cepa de Trichoderma spp. R1 M3 PDAE (F) crecié en medio de cultivo PDA (a) de forma
rapida a 25 °C = 1 (crecimiento méaximo a los 4 dias), en comparacion a los medios de cultivo
SNA (b) (crecimiento maximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento maximo a los 5 dias), con
una tasa de crecimiento micelial de 16,28 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se

mostré una tonalidad blanca de textura lanosa y posteriormente, presentd una tonalidad blanco-
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verdoso (Pantone, 1994. p 9), se observaron anillos concéntricos los cuales son propios del género
Trichoderma (Figura 12-3 a, b). Las descripciones elaboradas por Acurio et al., (2017), asi como
también las realizadas por Samuels et al., (2015), fueron la base fundamental con las cuales se

compard las caracteristicas descritas anteriormente.

Figura 12-3. Caracteristicas culturales cepa (F) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidi6foros simétricos con ramificaciones piramidales, con ramas mas largas
cerca del eje principal, dicha descripcién coincide con la realizada por Kubicek et al., (1998), quien
afirma que se forma un angulo de 90° con las ramas que se encuentran mas cercanas a las puntas.
En cuanto a la forma de las fidlides se observaron similares a una botella (mas amplias en el centro
y a medida que se aproximan a la punta se reducen) midiendo 10 um de largo x 2,4 um de ancho
(Figura 13-3 a) Conidios con una coloracion verde claro, lisos y globosos midiendo de 2,5 pum
de largo x 2,5 pum de ancho (Figura 13-3 b). Sin presencia de clamidosporas. Se realizé la
comparacion de dichas caracteristicas con las descritas por Kubicek et al., (1998). Las medidas se
pueden observar en la (Tabla 6.3).

Figura 13-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (F) crecida en SNA a 25°C/5 dias.
Fialides (f) y Conididforos (cn) (a), conidios (c) (b).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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3.2.1.7 Trichoderma spp. cepa R1 M5-D RB (G)

La cepa de Trichoderma spp. R1 M5-D RB (G) creci6 en medio de cultivo PDA (a) de forma
rapida a 25 °C * 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en comparacion a los medios de cultivo
SNA (b) (crecimiento maximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento maximo a los 5 dias), con
una tasa de crecimiento micelial de 24,44 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se
mostré una tonalidad blanca-verdosa (Pantone, 1994. p 9) de textura algodonosa y posteriormente,
presentd una tonalidad verde oscuro, con formacién de anillos concéntricos los mismos que son
caracteristicos del género Trichoderma (Figura 14-3 a, b). Las descripciones elaboradas por
Sénchez et al., (2021), fueron la base fundamental con las cuales se compard las caracteristicas

descritas anteriormente.

Figura 14-3. Caracteristicas culturales cepa (G) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidiéforos simétricos con ramificaciones cortas, las fialides con forma
lageniforme en verticilos de 3-4 midiendo 8,8 um de largo x 2,8 um de ancho (Figura 15-3 a).
Conidios con una coloracién verde claro, lisos y de forma globosa o subglobosa midiendo 3,8 um
de largo x 3.8 um de ancho (Figura 15-3 b). Sin presencia de clamidosporas. Se realizé la
comparacion de dicha descripcidn con lo descrito por Kubicek et al., (1998). Las medidas se pueden

observar en la (Tabla 6-3).
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Figura 15-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (G) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f)
y Conidioforos (cn) (a), conidios (c) (b).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.8 Trichoderma spp. cepa R1 M2A RB (H)

La cepa de Trichoderma spp. R1 M2A RB (H) creci6 en medio de cultivo (PDA) (a) crecid en
medio de cultivo PDA(a) de forma rapida a 25 °C + 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en
comparacion a los medios de cultivo SNA (b) (crecimiento méximo a los 6 dias) y AHM (c)
(crecimiento méaximo a los 5 dias), con una tasa de crecimiento micelial de 20,99 mm/dia (Tabla
7-3). A comienzos del crecimiento se mostr6 una tonalidad blanca-verdosa (Pantone, 1994. p 9) de
textura lanosa y posteriormente, presentd una tonalidad verde-oscuro, se observaron anillos
concéntricos los cuales son propios del género Trichoderma (Figura 16-3 a, b). Las descripciones
elaboradas por Acurio et al., (2017), asi como también las realizadas por Samuels et al., (2015), fueron

la base fundamental con las cuales se compar6 las caracteristicas descritas anteriormente.

Figura 16-3. Caracteristicas culturales cepa (H) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y medio AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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Se observaron conidioforos con ramificaciones muy distanciadas conformadas de 3 a 4 fialides,
se presentaron fialides que median 8,8 um de largo x 2,3 um de ancho (Figura 17-3 a). Se
presentaron conidios lisos y de apariencia redonda con una tonalidad verde claro, midiendo de
2,5 um de largo x 2,5 um de ancho (Figura 17-3 b). Sin presencia de clamidosporas. Se realiz6
la comparacion de dichas caracteristicas con las descritas por Kubicek et al., (1998). Las medidas se

pueden observar en la (Tabla 6-3).

Figura 17-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (H) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f)
y Conidioforos (cn) (a), conidios (c) (b).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.9 Trichoderma spp. cepa R3 M3 PDA (I)

La cepa de Trichoderma spp. R3 M3 PDA (1) crecio en medio de cultivo PDA (a) de forma répida
a 25 °C £ 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en comparacion a los medios de cultivo SNA (b)
(crecimiento maximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento méaximo a los 5 dias), con una tasa de
crecimiento micelial de 15,61 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se mostro una
tonalidad blanca de textura algodonosa y posteriormente, present6 una tonalidad blanco-verdoso,
se observaron anillos concéntricos los cuales son propios del género Trichoderma (Figura 18-3
a, b). Las descripciones elaboradas por Acurio et al., (2017), asi como también las realizadas por
Samuels et al., (2015), fueron la base fundamental con las cuales se compar( las caracteristicas

descritas anteriormente.
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Figura 18-3. Caracteristicas culturales cepa (l) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidiéforos con ramificaciones piramidales, con ramas mas largas cerca del eje
principal, dicha descripcion coincide con la realizada por Kubicek et al., (1998), quien afirma que se
forma un angulo de 90° con las ramas que se encuentran mas cercanas a las puntas. En cuanto a
la forma de las fialides se observaron similar a una botella (més amplias en el centro y a medida
gue se aproximan a la punta se reducen) midiendo 8,1 um de largo x 2,5 um de ancho (Figura
19-3 a). Se presentaron conidios lisos de apariencia redonda, con una tonalidad verde oscuro
midiendo 2,5 um de largo x 2,5 um de ancho (Figura 19-3 b). Sin presencia de clamidosporas.

Las medidas se pueden observar en la (Tabla 6.3).

Figura 19-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (I) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f) y
Conidioforos (cn) (a), conidios (c) (b).
Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.10 Trichoderma spp. cepa b. R2 M3 PDA (J)

La cepa de Trichoderma spp. b. R2 M3 PDA (J) crecié en medio de cultivo PDA de forma rapida
en comparacién con los medios SNA (b) y AHM (c), con una tasa de crecimiento micelial de
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17,05 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se mostré una tonalidad blanca de
textura lanosa y posteriormente, presentd una tonalidad verde pélida con formacion de anillos

concentricos (Figura 20-3 a, b). Dichas caracteristicas son propias del género Trichoderma.

Figura 20-3. Caracteristicas culturales cepa (J) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidioforos pequefios y agrupados en penachos y gruesos con fidlides de
apariencia lageniforme midiendo 7,5 um de largo x 2,3 um de ancho (Figura 21-3 a) Se
presentaron conidios lisos con apariencia redonda, con na tonalidad verde claro midiendo 2,5 um
de largo x 2,5 um de ancho (Figura 21-3 b). Sin presencia de clamidosporas. Se realiz6 la

comparacion de dichas caracteristicas de la cepa de Trichoderma spp, con las descritas por Kubicek
etal., (1998).

Figura 21-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (J) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fiélides (f) y
Conidiéforos (cn) (a), conidios (c) (b).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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3.2.1.11 Trichoderma spp. cepa a. R2 M3 PDA (K)

La cepa de Trichoderma spp. a. R2 M3 PDA (K) crecié en medio de cultivo PDA de forma rapida
en comparacion con los medios SNA (b) y AHM (c), con una tasa de crecimiento micelial de
27,67 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se mostr6 una tonalidad blanca de
textura lanosa y posteriormente, presenté una tonalidad verde péalida y formacion de anillos

concentricos (Figura 22-3 a, b). Dichas caracteristicas son propias del género Trichoderma.

Figura 22-3. Caracteristicas culturales cepa (K) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidiéforos pequefios agrupados en penachos y gruesos con fidlides de apariencia
lageniforme midiendo 8,8 um de largo x 2,9 um de ancho (Figura 23-3 a). Se presentaron
conidios lisos de apariencia redonda, con tonalidad verde claro midiendo 3,8 pum de largo x 3,8
pum de ancho (Figura 23-3 b). Sin presencia de clamidosporas. Se realiz6 la comparacion de

dichas caracteristicas de la cepa de Trichoderma spp, con las descritas por Kubicek et al., (1998).

Figura 23-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (K) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fiélides
(f) y Conididforos (cn) (a), conidios (c) (b).
Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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3.2.1.12 Trichoderma spp. cepa R1 M2A PDA (M)

La cepa de Trichoderma spp. cepa R1 M2A PDA (M) crecié en medio de cultivo PDA (a) de
forma rapida a 25 °C + 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en comparacion a los medios de
cultivo SNA (b) (crecimiento maximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento maximo a los 5 dias),
con una tasa de crecimiento micelial de 23,21 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento
se mostrd una tonalidad blanca-amarillosa de textura lanosa y posteriormente, presentd una
tonalidad blanco-verdoso (Pantone, 1994. p 9), se observaron anillos concéntricos los cuales son
propios del género Trichoderma (Figura 24-3 a, b). Las descripciones elaboradas por Acurio et al.,
(2017), asi como también las realizadas por Samuels et al., (2015), fueron la base fundamental con las

cuales se comparo las caracteristicas descritas anteriormente.

Figura 24-3. Caracteristicas culturales cepa (M) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidiéforos con ramificaciones piramidales, con ramas mas largas cerca del eje
principal, dicha descripcion coincide con la realizada por Kubicek et al., (1998), quien afirma que se
forma un angulo de 90° con las ramas que se encuentran méas cercanas a las puntas. En cuanto a
la forma de las fidlides se observaron similares a una botella (més amplias en el centro y a medida
que se aproximan a la punta se reducen) midiendo 11 um de largo x 2,5 pum de ancho (Figura 25-
3 a). Se presentaron conidios lisos de apariencia redonda, con tonalidad verde claro midiendo 2,5
pum de largo x 2,5 pum de ancho (Figura 25-3 a). Sus clamidosporas redondas mostraron una
tonalidad verde claro midiendo 8,8 um de largo x 8,8 um de ancho (Figura 25-3 c). Las medidas

se pueden observar en la (Tabla 6-3).
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Figura 25-3. Caracteristicas morfologicas cepa (M) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f)

y Conidiéforos (cn) (a), conidios (c) (b) y clamidosporas (cl) (c).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.13 Trichoderma spp. cepa R2 6B PDAE (N)

La cepa de Trichoderma spp. R2 6B PDAE (N) crecié en medio de cultivo AHM (c) de forma
rapida a 25 °C + 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en comparacion a los medios de cultivo
PDA (a) (crecimiento maximo a los 6 dias) y SNA (b) (crecimiento maximo a los 6 dias), con una
tasa de crecimiento micelial de 10,74 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se
presentd una tonalidad blanca de textura algodonosa y posteriormente, se observo una tonalidad
verde claro, ademas de presentar ondulado el borde de la colonia (Figura 26-3 a). Dichas
caracteristicas fueron comparadas con las descripciones realizadas por Samuels et al., (2015) que

menciona son propias del género Trichoderma.

Figura 26-3. Caracteristicas culturales cepa (N) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidi6foros ramificados, con ramas muy espaciadas formadas de 3 a 4 fialides
similar a un matraz ensanchado en el medio y estrecho en la punta midiendo 11,3 um de largo x
3,1 um de ancho (Figura 27-3 a). Se presentaron conidios de apariencia subglobosos a ovoides,
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midiendo 2,5 um de largo x 2,5 um de ancho de tonalidad verde claro (Tabla 8-3). Sin presencia

de clamidosporas. Se realizd la comparacion de dichas caracteristicas con las descritas por Kubicek
etal., (1998).

Figura 27-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (N) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f)
y Conidioforos (cn) (a), conidios (c) (b).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.14 Trichoderma spp. cepa R3 6B PDA (O)

La cepa de Trichoderma spp. R3 6B PDA (O) crecid en medio de cultivo PDA (a) de forma rapida
a 25 °C + 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en comparacién a los medios de cultivo SNA (b)
(crecimiento maximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento méaximo a los 5 dias), con una tasa de
crecimiento micelial de 24,99 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se presentd una
tonalidad blanca-amarillosa de textura algodonada y posteriormente, mostré una tonalidad que
paso de verde pélido a verde grisiceo y formacion de anillos concéntricos (Figura 28-3 a, b).

Dichas caracteristicas son propias del género Trichoderma.

Figura 28-3. Caracteristicas culturales cepa (O) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022
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Se observaron conidioforos con ramificaciones largas y algunas cortas, fidlides solitarias
lageniformes, de forma cilindrica midiendo 9,4 um de largo x 2,5 um de ancho (Figura 29-3 a).
Se presentaron conidios de apariencia lisa y de aspecto elipsoidal, con tonalidades verde claro
midiendo de 3,8 um de largo x 3,1 um de ancho (Figura 29-3 b). Sin presencia de clamidosporas.
Se realizd la comparacion de dichas caracteristicas de la cepa de Trichoderma spp, con las

descritas por Kubicek et al., (1998).

Figura 29-3. Caracteristicas morfolégicas cepa (O) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f)
y Conidioforos (cn) (a), conidios (c) (b).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.15 Trichoderma spp. cepa R2 6B PDA (P)

La cepa de Trichoderma spp. R2 6B PDA (P) creci6 en medio de cultivo PDA (a) de forma rapida
a 25 °C £ 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en comparacion a los medios de cultivo SNA (b)
(crecimiento maximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento méaximo a los 5 dias), con una tasa de
crecimiento micelial de 18,55 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se presentd una
tonalidad blanca de textura algodonosa y posteriormente, se observo una tonalidad verde claro,
ademas de presentar ondulado el borde de la colonia y formacion de anillos concéntricos (Figura
30-3 a). Dichas caracteristicas fueron comparadas con las descripciones realizadas por Samuels et

al., (2015) que menciona que estas caracteristicas son propias del género Trichoderma.
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Figura 30-3. Caracteristicas culturales cepa (P) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidi6foros con ramificaciones largas y delgadas, fialides lageniformes, midiendo
10 um de largo x 2,5 um de ancho (Figura 31-3 a). Se presentaron conidios de apariencia lisa 'y
de aspecto redondo a elipsoidal, con tonalidades verde claro midiendo 2,5 pm de largo x 2,5 pm
de ancho (Figura 31-3 b). Sin presencia de clamidosporas. Se realiz6 la comparacion de dichas
caracteristicas de la cepa de Trichoderma spp, con las descritas por Kubicek etal., (1998), las medidas
se pueden observar en la (Tabla 6-3).

Figura 31-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (P) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fiélides (f) y
Conididforos (cn) (a), conidios (c) (b).
Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.16 Trichoderma spp. cepa R2 M4 RB (R)

La cepa de Trichoderma spp. R2 M4 RB (R) crecid en medio de cultivo PDA (a) de forma rapida
a 25 °C £ 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en comparacion a los medios de cultivo SNA (b)
(crecimiento maximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento maximo a los 5 dias), con una tasa de
crecimiento micelial de 17,42 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se presentd una
tonalidad blanca con textura algodonosa y posteriormente, presentd una tonalidad verde claro,
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ademas de presentar ondulado el borde de la colonia y anillos concéntricos (Figura 32-3 a).
Dichas caracteristicas fueron comparadas con las descripciones realizadas por Samuels et al., (2015)

gue menciona que las caracteristicas son propias del género Trichoderma.

Figura 32-3. Caracteristicas culturales cepa (R) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidi6foros con ramificaciones largas y delgadas, fialides solitarias lageniforme,
midiendo 10 um de largo x 3,1 um de ancho (Figura 33-3 a). Se presentaron conidios lisos de
forma subglobosos a ovoides, con tonalidades verde claro midiendo 3,8 um de largo x 3,8 um de
ancho (Figura 33-3 b). Sin presencia de clamidosporas. Sin presencia de clamidosporas. Se

realizé la comparacion de dichas caracteristicas con las descritas por Kubicek et al., (1998).

Figura 33-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (R) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f)
y Conidioforos (cn) (a), conidios (c) (b).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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3.2.1.17 Trichoderma spp. cepa R2 M1A RB (S)

La cepa de Trichoderma spp. R2 M1A RB (S) creci6 en medio de cultivo PDA (a) de forma rapida
a 25 °C + 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en comparacién a los medios de cultivo SNA (b)
(crecimiento méaximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento maximo a los 5 dias), con una tasa de
crecimiento micelial de 18,01 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se present6 una
tonalidad amarillo claro con textura algodonosa y posteriormente, presentd una tonalidad verde
claro (Figura 34-3 a, b). Dichas caracteristicas fueron comparadas con las descripciones
realizadas por Samuels et al., (2015) que menciona que las caracteristicas son propias del género
Trichoderma.

Figura 34-3. Caracteristicas culturales cepa (S) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conididforos pequefios agrupados en penachos y gruesos con fialides de apariencia
lageniforme midiendo 10 um de largo x 2,5 um de ancho (Figura 35-3 a). Se presentaron conidios
de apariencia lisa y de aspecto elipsoidal, midiendo de 3,8 um de largo x 2,5 um de ancho (Figura
35-3 h). Sin presencia de clamidosporas. Se realiz6 la comparacién de dichas caracteristicas de
la cepa de Trichoderma spp, con las descritas por Kubicek et al., (1998). Las medidas pueden ser

observadas en la (Tabla 6-3)
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Figura 35-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (S) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f) y
Conidioforos (cn) (a), conidios (c) (b).
Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.18 Trichoderma spp. cepa R3 M2A PDAE (V)

La cepa de Trichoderma spp. R3 M2A PDAE (U) creci6 en medio de cultivo PDA (a) de forma
rapida a 25 °C £ 1 (crecimiento méaximo a los 4 dias), en comparacion a los medios de cultivo
SNA (b) (crecimiento maximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento maximo a los 5 dias), con
una tasa de crecimiento micelial de 20,97 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se
presentd una tonalidad blanca con una textura lanosa y posteriormente, presenté una tonalidad
blanco-verdoso, se observaron anillos concéntricos los cuales son propios del género
Trichoderma (Figura 36-3 a, b). Las descripciones elaboradas por Acurio et al., (2017), asi como
también las realizadas por Samuels et al., (2015), fueron la base fundamental con las cuales se

compard las caracteristicas descritas anteriormente.

Figura 36-3. Caracteristicas culturales cepa (U) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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Se observaron conidiéforos con ramificaciones piramidales, con ramas mas largas cerca del eje
principal, dicha descripcidn coincide con la realizada por Kubicek et al., (1998), quien afirma que se
forma un angulo de 90° con las ramas que se encuentran mas cercanas a las puntas. En cuanto a
la forma de las fialides se observaron similares a una botella (mas amplias en el centro y a medida
gue se aproximan a la punta se reducen) midiendo7,5 um de largo x 2,5 um de ancho (Figura 37-
3 a). Se presentaron conidios de aspecto elipsoidal a redondo, con una tonalidad verde claro
midiendo 3,8 pum de largo x 3,8 um de ancho (Figura 37-3 b). Sus clamidosporas redondas
presentaron una tonalidad verde claro midiendo 10 um de largo x 10 um de ancho (Figura 37-3
c). Las medidas se pueden observar en la (Tabla 6.3).

Figura 37-3. Caracteristicas morfologicas cepa (U) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f) y
Conidiéforos (cn) (a), conidios (c) (b) y Clamidosporas (cl) (c).
Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.19 Trichoderma spp. cepa R2 6B-D RB (V)

La cepa de Trichoderma spp. R2 6B-D RB (V) creci6 en medio de cultivo PDA (a) de forma
rapida a 25 °C £ 1 (crecimiento méximo a los 4 dias), en comparacion a los medios de cultivo
SNA (b) (crecimiento maximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento méaximo a los 5 dias), con
una tasa de crecimiento micelial de 20,19 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se
aprecio tonalidades amarillo claro con textura lanosa y posteriormente, se observé una tonalidad
verde claro, ademas de presentar ondulado el borde de la colonia y anillos concéntricos (Figura
38-3 a, b). Dichas caracteristicas fueron comparadas con las descripciones realizadas por Samuels
etal., (2015) que menciona que las caracteristicas son propias del género Trichoderma.

57



Figura 38-3. Caracteristicas culturales cepa (V) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidi6foros con ramificaciones muy distanciadas, conformadas de 3 a 4 fialides
de forma lageniforme midiendo 10 um de largo x 2,8 um de ancho (Figura 39-3 a). Conidios de
forma subglobosa a ovoide, con tonalidades verde claro y lisos midiendo 2,5 pm de largo x 2,5
um de ancho. Sin presencia de clamidosporas. (Figura 39-3 b). Sin presencia de clamidosporas.

Se realizé la comparacion de dichas caracteristicas con las descritas por Kubicek et al., (1998).

Figura 39-3. Caracteristicas morfologicas cepa (V) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides (f) y

Conidioforos (cn) (a), conidios (c) (b).
Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.20 Trichoderma spp. cepa R3 7A PDAE (X)

La cepa de Trichoderma spp. R3 7A PDAE (X) crecié en medio de cultivo PDA (a) de forma
rapida a 25 °C + 1 (crecimiento maximo a los 4 dias), en comparacion a los medios de cultivo
SNA (b) (crecimiento maximo a los 6 dias) y AHM (c) (crecimiento maximo a los 5 dias), con
una tasa de crecimiento micelial de 18,80 mm/dia (Tabla 7-3). A comienzos del crecimiento se
presentd una tonalidad blanca de textura poco lanosa y posteriormente, se observé una tonalidad
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verde claro (Figura 40-3 a, b). Dichas caracteristicas de la cepa de Trichoderma spp, coincidieron

con las expuestas por Samuels et al., (2015).

Figura 40-3. Caracteristicas culturales cepa (X) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidi6foros con ramificaciones largas y delgadas, fialides solitarias lageniforme,
midiendo 10 pm de largo x 2,5 um de ancho (Tabla 7-3). Los conidios presentaron una forma
elipsoidal o redonda, con tonalidades verde claro y lisos midiendo 2,5 um de largo x 2,9 um de
ancho. Sin presencia de clamidosporas (Figura 41-3 a, b). Dichas caracteristicas de la cepa de

Trichoderma spp, se compararon con las expuestas por Kubicek et al., (1998).

Figura 41-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (X) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fialides
(f) y Conidiéforos (cn) (a), conidios (c) (b).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

3.2.1.21 Trichoderma spp. cepa R3 M1A RB (Y)

La cepa de Trichoderma spp. R3 M1A RB () creci6 en medio de cultivo PDA de forma répida
en comparacién con los medios SNA (b) y AHM (c), con una tasa de crecimiento micelial de

23,11 mm/dia (Tabla 7-3). Se present6 una tonalidad blanca al inicio del crecimiento, con una
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textura poco lanosa y posteriormente, presenté una tonalidad verde grisaceo (Figura 42-3 a, b).
Dichas caracteristicas de la cepa de Trichoderma spp, coincidieron con las expuestas por Samuels
etal., (2015).

Figura 42-3. Caracteristicas culturales cepa (Y) crecida en 3 medios de cultivo: PDA (a) (8 dias),
SNA (b) (15 dias) y AHM (c) (15 dias).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

Se observaron conidi6foros con ramificaciones muy separadas conformadas de 3 a 4 fialides de
forma lageniforme midiendo 10 um de largo x 2,5 um de ancho (Figura 43-3 a). Se presentaron
conidios de apariencia lisa y de aspecto elipsoidal a redondo, con una tonalidad verde claro
midiendo 3,8 um de largo x 3,8 um de ancho (Figura 43-3 b). Sin presencia de clamidosporas.
Se realizé la comparacion de dichas caracteristicas de la cepa de Trichoderma spp, con las

descritas por Kubicek et al., (1998).

Figura 43-3. Caracteristicas morfoldgicas cepa (Y) crecida en SNA a 25°C/5 dias. Fiélides
(f) y Conididforos (cn) (a), conidios (c) (b).

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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Tabla 6-3: Identificacion morfoldgica de las cepas de Trichoderma spp. con las medidas largo y ancho de fialides, conidios y clamidosporas

Cepa Fialides Conidios Clamidosporas
CODIGO Longitud (um) Ancho (um) Longitud (um) Ancho (um) Longitud (um) Ancho (um)
TRABAJO Méax | Min | X | Max |[Min| x | Max | Min | X | Max | Min | & | Max | Min| X | Max | Min | %

A 125| 751|100 25| 25|25| 25| 25(25| 15| 05|10 100 75| 88| 100| 75| 88

B 50| 75| 113| 25| 25|25| 50| 25(38| 50| 25|38| 125| 75(10,0| 125| 7,5 10,0

C 125| 50| 88| 25| 15|20| 25| 23(24| 25| 23|24

D 125 50| 88| 30| 23|26| 25| 25(25| 25| 25|25

E 100| 75| 88| 25| 25|25| 25| 25|25| 25| 25|25|125| 75|10,0| 125| 7,5|10,0

F 150| 50| 100 28| 20(24| 25| 25|25| 25| 25|25

G 125 50| 88| 30| 25|28| 50| 25(38| 50| 25|38

H 125 50| 88| 25| 20(23| 25| 25(25| 25| 25|25

I 113 50| 81| 25| 25|25| 25| 25(25| 25| 25|25

J 100 50| 75| 25| 20|23| 25| 25|25| 25| 25|25

K 125| 50| 88| 38| 20(29| 50| 25(38| 50| 25|38

M 125 10,0 | 11,3 25| 25125 25| 25125 25| 25(25|100| 75| 88| 100| 75| 88

N 150 75| 113| 38| 25|31| 25| 25|25| 25| 25|25

) 125| 63| 94| 25| 25|25| 50| 25(38] 38| 25|31

P 125 75]1100| 25| 25|25| 25| 25|25| 25| 25|25

R 125 75]100| 38| 25|31| 50| 25(38| 50| 25|38

S 125 75| 100| 25| 25|25| 50| 25|38| 25| 25|25

U 100 50| 75| 25| 25(25| 50| 25|38| 50| 25|38|125| 75|100| 125| 75| 10,0

\ 125 75( 100 30| 25|28| 25| 25[25| 25| 25|25

X 125 75]1100| 25| 25|25| 33| 25[29| 33| 25|29

Y 125| 75| 100 25| 25[25| 50| 25(38| 50| 25|38

x= Promedio de 15 estructuras

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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La tasa de crecimiento micelial en (mm/dia) de las cepas de Trichoderma spp fue desarrollada en
3 medios de cultivo PDA, SNA y AHM, con el registro de datos durante 5 dias, dando como

resultado un rapido crecimiento de micelio en el medio de cultivo PDA (Tabla 7-3).

Tabla 7-3: Tasa de crecimiento micelial en (mm/dia) de cepas de Trichoderma spp. en 3
medios de cultivo: PDA, SNA'y AHM.

Tasa de Tasa de Tasa de
crecimiento crecimiento crecimiento
Cadigo micelial en  micelial en  micelial en
PDA SNA AHM
(mm/dia) (mm/dia) (mm/dia)

A R1 M1A PDAE 23,89 10,95 22,50
B R3_M3 PDAE 17,54 9,37 13,56
C R1 M1A_RB 24,58 13,02 17,32
D R1 M3 RB 20,24 10,66 20,32
E R1 M2A-D PDA 22,08 13,15 23,84
F R1 M3 PDAE 16,28 10,33 17,94
G R1 M5-D RB 24,44 15,35 21,37
H R1 M2A RB 20,99 12,81 21,19
I R3 M3 _PDA 15,61 9,09 20,10
J b. R2_M3_PDA 17,05 11,47 19,99
K a. R2_ M3 PDA 27,67 11,88 15,13
M R1 _M2A PDA 23,21 13,68 19,45
N R2 6B _PDAE 5,51 5,44 10,74
0 R3 6B _PDA 24,99 7,31 17,48
P R2_6B_PDA 18,55 7,48 18,43
R R2_M4 RB 17,42 5,02 16,59
S R2_M1A RB 18,01 12,32 19,98
U R3_M2A PDAE 20,97 16,56 20,19
\Y R2_6B-D_RB 20,19 7,96 17,81
X R3_7A PDAE 18,80 9,37 14,61
Y R3 M1A RB 23,11 10,96 15,69

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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Grafico 3-3. Tasa de crecimiento micelial en (mm/dia) de cepas de Trichoderma spp. en 3 medios de cultivo: PDA, SNA y AHM.

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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3.2.2 Caracterizacion molecular

De acuerdo a la PCR realizada con el gen amplificado Rpb2 en la base de datos del NCBI se
obtuvo que la cepa R1_M1A PDAE (A) corresponde a la especie Trichoderma harzianum con
un 99,88% de identidad, la cepa R1_M1A RB (C) corresponde a la especie Trichoderma
lentiforme con un 99,89% de identidad, la cepa R1_M3 _RB (D) corresponde a la especie
Trichoderma harzianum con un 99,58% de identidad, la cepa R1_M2A-D_PDA (E) corresponde
a la especie Trichoderma breve con un 100% de identidad, la cepa R1_M3_PDAE (F)
corresponde a la especie Trichoderma harzianum con un 99,67% de identidad, la cepa R1_M5-
D_RB (G) corresponde a la especie Trichoderma breve con un 99,78 % de identidad, la cepa
R1_M2A_RB (H) corresponde a la especie Trichoderma lentiforme con un 100% de identidad, la
cepa R3_M3_PDA (I) corresponde a la especie Trichoderma harzianum con un 99,54% de
identidad, la cepa R1_M2A_PDA (M) corresponde a la especie Trichoderma harzianum con un
99,54% de identidad, la cepa R2_6B_PDAE (N) corresponde a la especie Trichoderma sp. con
un 99,06% de identidad, R3_6B_PDA (O) corresponde a la especie Trichoderma orientale con
un 99,45% de identidad, la cepa R2_6B_PDA (P) corresponde a la especie Trichoderma sp. con
un 98,72% de identidad, la cepa R2_M4 RB (R) Trichoderma sp. con un 99,17% de identidad,
lacepaR2_M1A RB (S) corresponde a la especie Trichoderma reesei con un 99,9% de identidad,
la cepa R3_M2A PDAE (U) corresponde a la especie Trichoderma harzianum con un 100% de
identidad, la cepa R2_6B-D_RB (V) corresponde a la especie Trichoderma sp. con un 99,21% de
identidad y la cepa R3_M1A_RB (YY) corresponde a la especie Trichoderma reesei con un 99,49%
de identidad. El rango de porcentaje de cobertura fue de 98,72% a 100%, por lo tanto, se puede

decir que presentaron una cobertura satisfactoria (Tabla 7-3).
De las cepas R3_M3_PDAE (B), b. R2_M3_PDA (J), a. R2_M3_PDA (K), R3_7A_PDAE (X)

no se logro realizar la caracterizacion molecular debido a que el secuenciamiento de esos aislados

no fue de buena calidad.
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Tabla 8-3: Identificacién molecular mediante analisis BLASTn de cepas de Trichoderma spp. alineadas con especies de la base de datos del NCBI

- Gen Numero de Lo - . Porcentaje Porcentaje )
Cadigo amplificado |  nucleétidos Especies identificadas Accesion de identidad c de Origen
obertura geogréafico

A | R1_M1A_PDAE 812 | Trichoderma harzianum | MZ675860.1 99,88 100 Brasil
C R1 M1A RB 892 | Trichoderma lentiforme FJ442793.1 99,89 100 Ecuador
D R1_M3_RB 948 | Trichoderma harzianum | MZ675853.1 99,58 100 Brasil
E | RL_M2A-D_PDA 776 Trichoderma breve KY687984.1 100 99 China
F | R1_M3_PDAE 905 | Trichoderma harzianum | MZ675853.1 99,67 100 Brasil
G| R1_M5-D_RB 912 Trichoderma breve MN080533.1 99,78 100 Taiwan
H R1 M2A RB 837 | Trichoderma lentiforme FJ442793.1 100 100 Ecuador
I R3_M3_PDA RNA 867 | Trichoderma harzianum | MZ675876.1 99,54 100 Brasil
M| R1_M2A_PDA Eﬁé'm:ja:j 868 | Trichoderma harzianum | MZ675876.1 99,54 100 Brasil
N | R2 6B_PDAE Il (Rpb2) 962 Trichoderma sp. IN175532.1 99,06 100 | Avrabia Saudita
0 R3_6B_PDA 903 | Trichoderma orientale | JQ685884.1 99,45 100 Austria
P R2_6B_PDA 1041 Trichoderma sp. JN175532.1 98,72 97 | Arabia Saudita
R R2_M4_RB 959 Trichoderma sp. JN175532.1 99,17 100 | Arabia Saudita
S R2_M1A_RB 957 Trichoderma reesei CP017984.1 99,9 99 | Guayana Francesa
U | R3_M2A_PDAE 912 | Trichoderma harzianum | MZ675860.1 100 100 Brasil
V| RZ6B-D_RB 889 Trichoderma sp. JN175532.1 99,21 99 | Arabia Saudita
Y | R3_MI1A_RB 973 Trichoderma reesei JN175549.1 99,49 100 México

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ675853.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25MJF59A016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY687984.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25MUZ1C8013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ675853.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25N6BM5D016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN080533.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25NC68RF013
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN175532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25PEDJ6M013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ685884.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25PKBDW6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN175532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25PT3VBK013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN175532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25PX8Z04016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP017984.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25R2Z1N0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ675860.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25RYZPV7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN175532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25SETUUJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN175549.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25SNTDXP013

r‘_;_ESFZ.?S_ T_afroharzianum_rpb2
= GJE_04_18&_T_afroharzianum_RFPE2

————————————— S573_T_pyramidgle_rpb2
- Be 1
| =" @_ 121

wa
HMAS_ 248845 _T_ breve RFPBE2

R — * HMAS _Z48844_T_breve RFBZ
= EJS_D&_ 101_T_atrobrunneum_RPB2
—‘ B S _04_E7_T_atrobrunneum RFB2
S53_T_atrobrunneum_rpbl

| {LMA S_248865_T_bannaense_RFPB2

i HMAS 248840 _T_ bannasnze RPB2

—“DJS_ 173F_T_lentiforme_RPB2
Dis_Z18BE_T_lentiforme_RFB2

1o @1‘21 ‘
(45) 121

DiE_33FF_T_rifai RPB2
CENT422_T_azevedai_RFPEBZ2
_LEJ'S_ IFFA_T_afarasin_RFPB2
DHE 314F_T_afarasin_RFPB2

I grs_ 167 C_T_lentiforme_RPB2

Harzianum

E1

& DiIsS_187E_T_lentiforme_RFBZ2
i (53) 121
] 121
TS
, = @7
3 @ 121

DIS_220J_T_harzianum_RPB2
Bs_220K_T_harzianum_RPB2
Dis_224E_T_harzianum_RPB2

Figura 44-3. Arbol filogenético inferido a partir del alineamiento de las secuencias (Rpb2) de Trichoderma spp.

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

De acuerdo al analisis filogenético se obtuvo que las cepas R1_M1A PDAE (A), R1_M1A RB (C), R1._ M2A RB (H) y R3_M2A PDAE (V)
corresponden a la especie Trichoderma lentiforme, las cepas R1_M3 RB (D), R1_M3 PDAE (F), R3_M3 _PDA (I) y R1_M2A_PDA (M) corresponden
a la especie Trichoderma harzianum, y las cepas R1_M2A-D_PDA (E) y R1_M5-D_RB (G) corresponden a la especie Trichoderma breve, y estas

especies pertenecen al clado Harzianum, ademés de comprobar que existe similitud entre los estudios con los datos del NCBI y el anlisis filogenético.
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Figura 45-3. Arbol filogenético inferido a partir del alineamiento de las secuencias (Rpb2) de Trichoderma spp.

Realizado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.

De acuerdo al analisis filogenético se obtuvo que las cepas R2_6B_PDAE (N), R2_6B_PDA (P), R2_M4 RB (R) y R2_M1A_RB (V) corresponden a la
especie Trichoderma andinense. Las cepas R2_M1A_RB (S) y R3_M1A_RB (YY) corresponden a la especie Tichoderma reesei y la cepa R3_6B_PDA
(O) corresponde a la especie de Trichoderma longibrachiatum (T. orientale segun los datos del NCBI), ademas se comprob6 que las cepas mencionadas

pertenecen al clado Longibrachiatum y existe similitud entre los estudios con los datos del NCBI y el anélisis filogenético.
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Este es uno de los estudios pioneros que tuvo como objetivo estudiar los antagonistas cultivables
gue puedan ser utilizados especificamente del género Trichoderma en el control biolégico de los
diferentes cultivos que se estan desarrollando en los suelos agricolas del Canton Santa Cruz,

parroquia Bellavista de la provincia de Galapagos.

En el afio de 1794 Persoon describi6 a Trichoderma spp., ademas se ha encontrado en todas las
latitudes, a partir de zonas polares hasta la zona ecuatorial, haciéndose presente en una extensa
diversidad de ambientes. Es un hongo sencillo de detectar, principalmente en lugares que estan
compuestos por materia organica y desechos de origen vegetal en descomposicion (Infante et al.
2009). A nivel morfol6gico, se vuelve muy confusa la identificacion de las especies, ya que existe
una similitud de su morfologia y evolucion de dichas especies. Al observar en el microscopio la
morfologia, se presentan hifas hialinas septadas, fialides, conidios y conidioforos. Los
conididforos se presentan son hialinos y por lo general presentan ramificaciones con las hifas en
un angulo de 90° y algunas veces llegan a presentar una disposicion piramidal. Las fialides son
hialinas, presentan forma de matraz, se fijan a los conidiéforos por la seccién méas espaciosa y
algunas veces se presentan de manera solitarias o algunas veces en disposicion de racimos con
conidios en el extremo. Los conidios son unicelulares ya sea de forma elipsoidal o redonda con
tonalidad verdosa. Dependiendo de las condiciones sobre las cuales se desarrollen, algunas
especies de Trichoderma pueden presentar clamidosporas. En la presente investigacién las 21

cepas obtenidas retnen las caracteristicas propuestas por Infante et al., (2019).

De acuerdo a Conrado et al., (2019) existen 5 clados del género Trichoderma: Harzianum, Virens,
Stromaticum, Viride y Longibrachiatum, de los cuales el clado que contiene mayor cantidad de
especies es el caldo Viride, que se haya compuesto por docenas de especies con diferentes
patrones de morfologia y por su alto nimero de especies filogenética se lo puede dividir en
diferentes subclados. En este estudio los clados que fueron hallados son: el clado Harzianum
abarca poblaciones de especies biol6gicas como clonales, también ciertos linajes filogenéticos
solitarios que difieren de otros, debido a esto se vuelve més trabajosa la aplicacion de un solo
concepto para definir las especies, Trichoderma harzianum stricto sensu es una especie escasa
que posee una distribucion dominante en el hemisferio norte, T. lentiforme se encuentra
comunmente como habitante del suelo en América tropical. Estos patrones de distribucion se
pueden tener en cuenta en la busqueda de aislamientos de T. harzianum para el control biol6gico,
con la expansion del muestreo a otros sustratos, no solo el suelo. En un reciente estudio de
muestras del clado Harzianum, originario de varios sustratos y regiones, se identificaron algunos
patrones biogeograficos. En el presente estudio desarrollado en los suelos agricolas de las Islas
Galépagos se obtuvieron 21 aislados del género Trichoderma de los cuales se identificaron 6
especies: T. harzianum, T. lentiforme, T. breve, T. andinense, T. longibrachiatum y T reesei. Las
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3 primeras especies corresponden con un 58,8% al clado harzianum, la morfoespecie T.
harzianum que de acuerdo con la literatura posee una amplia distribucion es mas frecuente
encontrarla. Ademas, es empleada en el biocontrol de enfermedades de las plantas a nivel mundial
(Woo et al., 2014), ¥ la mas destacada segun los estudios sobre la diversidad de especies en suelos y
restos de plantas en varias regiones geograficas. Las especies T. andinense, T. longibrachiatum y
T reesei corresponden con el 41,2% al clado Longibrachiatum, dentro de la filogenia de género,
se encuentran especies que conforman un grupo sélido, que tienen en comun cualidades que
abarcan la formacion de conidioforos con limitadas ramas y en cuanto a las fialides presentan

disposicion irregular a lo largo del eje principal y ramificaciones.

Segun Benitez (2004), las especies de Trichoderma més eficaces como agentes antagonicos son T.
atroviride, T. harzianum, T. virens y T. asperellum, mientras que T. reesei se considera un
organismo modelo debido a los métodos biol6gicos moleculares establecidos para esa especie y
a las cepas recombinantes disponibles. Para Druzhinina et al., (2008) T. reseei posee gran capacidad
para degradacion de sustratos celulésicos. Las especies de este clado son mesofilas, aptas para
crecer de manera acelerada y esporular a temperaturas de hasta 40 °C, ademas de presentar hifas
algodonosas de color blanco y conidios en diferentes tonalidades. Es por ello, que cepas de este
clado logran producir infecciones oportunistas en individuos con inmunosupresion, con énfasis
en T. longibrachiatum stricto sensu. El género Trichoderma spp. morfolégicamente, en su fase
de crecimiento inicial, muestra tonalidades que van desde blanco a un verde oscuro y algunas
veces se presenta un color amarillento, su esporulacion suele presentarse de manera densa y en

cuanto a las estructuras ésta posee dimensiones muy variables (Mello et al., 2007).

Segun carvalho et al., (2014) afirma que Trichoderma se destaca como herramienta biol6gica para el
manejo de enfermedades y aumento de la productividad agricola. Las especies de hongos de este
género exhiben una amplia gama de estilos de vida e interacciones con otros hongos, animales y
plantas. Debido a su capacidad para antagonizar hongos fitopatdgenos y para estimular el
crecimiento y defensa de las plantas, algunos aislados de Trichoderma se utilizan para el control
biolégico de enfermedades de las plantas, con una gran cantidad de productos comerciales.
Ademas, tienen la capacidad de promover el crecimiento de las plantas, una mayor productividad
de los cultivos, una mayor absorcién de nutrientes. EI hongo del género Trichoderma, se destaca
entre los agentes de biocontrol, ya que ha sido utilizado como ingrediente activo en varios
productos agricolas vendidos a nivel mundial (Woo et al., 2014), ya que produce multiples efectos
benéficos en las plantas, entre que la reduccion de estrés abidtico y el biocontrol de enfermedades.
Ademaés, segln investigaciones realizadas por Harman et al., (2018) afirman que el uso de
Trichoderma mejora el desarrollo de las plantas, aumenta la tasa de emergencia de pléantulas,
sistema de raices, brotes, contenido de clorofila, la productividad, asi como también el tamafio y
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numero de flores, aumenta el area de absorcion favoreciendo asi la asimilacién y translocacion de

nutrientes, lo que en consecuencia intensifica la biomasa vegetal.

De los 8 cultivos muestreados, el que presentd una mayor cantidad de aislados de Trichoderma
fue el cultivo de café var. catimor con 6 aislados (con la especie T. harzianum), seguido por los
cultivos de Hoja de Kale con 4 aislados (especies T. lentiforme y T. reseei), cultivo de mel6n con
4 (especies T. breve, T. lentiforme y T. harzianum), cultivo de Café var. Tipica con 1 (especie T.
andinense), cultivo de tomate con 1 (especie T. breve), cultivo de maiz amarillo con 4 (especies
T. andinense y T. longibrachiatum), bosque no intervenido con 1 (especie no identificada) y en
el cultivo de pimiento 0 aislados de Trichoderma. Existe una gran variedad de medios de cultivos
que se utilizan para el aislamiento de Trichoderma entre los cuales se hallan: Agar bajo en
nutrientes (SNA) que inicialmente fue descrito para caracterizar especies de Fusarium, luego fue
utilizado para la caracterizacién morfoldgica y para medir la tasa de crecimiento del hongo. Papa
Dextrosa Agar (PDA) que de acuerdo a Jaklitsch (2009) afirma que existen diferentes marcas las
cuales proporcionan diferentes resultados, pero no es recomendable para almacenar cultivos de
Trichoderma por mucho tiempo. Agar harina de maiz (AHM) es un medio muy adecuado para
almacenar cultivos en tubos con tapa rosca. Rosa de bengala (RB) este medio es apropiado para
realizar la caracterizacion cultural y morfoldgica. Papa Dextrosa Agar enmendado (PDAE) este
medio es selectivo para aislar especies de Trichoderma del suelo, siendo superior al TSM (Gil et
al., 2009). Medio selectivo de Trichoderma (TSM) que fue desarrollado para aislar especificamente
especies de Trichoderma. En este estudio el medio de cultivo que presenté mejores resultados en
el aislamiento fue el medio Rosa de bengala (RB) con 8 aislados, seguido del medio PDA con 7
aislados, en PDAE 6 aislados y finalmente el medio selectivo para Trichoderma (TSM) en donde
no se obtuvo ningun aislado. No esta claro por qué siendo un medio selectivo para Trichoderma
no se obtuvieron aislados de este género, los resultados observados en este estudio son similares
a los descritos por Malymon, (2018) en el cual solo se lograron aislar 5 géneros de hongos y cuyas
colonias se identificaron como Aspergillus, Penicillium, Mortierella, Acremonium y Alternaria,
y cero aislados del género Trichoderma, ademas la literatura afirma que adicionando 50% de
captan es efectivo el aislamiento de Trichoderma en suelos que poseen alta concentracion de
especies de Fusarium, probablemente esta podria ser una de las causas para que no se haya
obtenido ni un aislado con este medio de cultivo. Para observar el crecimiento de las colonias de
Trichoderma el medio de cultivo que mejores resultados proporcion6 fue el medio PDA, en el
cual se pudo observar su aspecto algodonoso, la presencia de anillos concéntricos cuando su
desarrollo fue alternado con periodos de luz y oscuridad. Se observé un color blanco algodonoso
cuando el crecimiento era en ausencia de luz y tonalidades verdosas con presencia de luz (Jaklitsch,
2011). Entre las técnicas de aislamiento tradicionalmente utilizados se encuentran: siembra por
estria, siembra por extension en placa, estrias continuas, dilucién y centrifugacion. Pero cabe
70



recalcar que en este estudio se utilizd la técnica de extension en placa ya que es la que mejores
resultados brinda cuando se busca seleccionar una cepa a partir de una mezcla con varios tipos de

microorganismos en ambientes diversos como el suelo (Santana, 2020).
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CONCLUSIONES

» Se obtuvieron 21 cepas de Trichoderma a partir de las 8 muestras de suelos agricolas del
cantén Santa Cruz, parroquia Bellavista de la provincia de Galdpagos que corresponden a los
cultivos de: Kale (4 cepas), meldn (4 cepas), café var. Catimor (6 cepas), café var. Tipica (1
cepa), tomate (1 cepa), maiz Amarillo (4 cepas), bosque no intervenido (1 cepa) y pimiento (0
cepas).

» Se caracterizo cultural, morfoldgica y molecularmente los antagonistas fungosos nativos,
cultivables de suelos agricolas del canton Santa Cruz, parroquia Bellavista de la provincia de
Galéapagos obteniendo como resultado de las 21 cepas, 2 clados y 6 especies en el analisis
filogenético las cuales fueron: Trichoderma harzianum, Trichoderma lentiforme vy
Trichoderma breve que son pertenecientes al clado harzianum, y las especies Trichoderma
andinense, Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei que pertenecen al clado

longibrachiatum.

» Se determiné que la técnica mas apropiada de las estudiadas para el aislamiento de
antagonistas fungosos de suelos agricolas del cantén Santa Cruz, parroquia Bellavista de la
provincia de Galapagos fue la siembra por el método de dilucién y extension en placa en el
medio de cultivo Rosa de bengala (RB), debido a que se recuperaron el mayor nimero de
aislados del género Trichoderma (se recuperé 8 aislados de Trichoderma) en relacién a los
medios PDA (7 aislados), PDAE (6 aislados) y TSM (0 aislados).
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RECOMENDACIONES

» Se sugiere realizar pruebas de antagonismo con las 21 cepas de Trichoderma obtenidas para
conocer su capacidad antagonista frente agentes fitopatdgenos habitantes del suelo.

» Se recomienda repetir los estudios de las cepas R3_M3_PDAE (B), b. R2_M3_PDA (J), a.
R2_M3_PDA (K), R3_7A_PDAE (X) para completar la identificacion molecular de las cepas

de Trichoderma spp. obtenidas mediante PCR y secuenciadas con el gen amplificado Rpb2.

> Se sugiere utilizar el método de aislamiento por extension en placa con el medio de cultivo

Rosa de bengala (RB) para la obtencion de aislados de Trichoderma spp.

» Se recomienda experimentar con otras variantes del medio TSM para conocer la eficiencia que

puede tener para el aislamiento de Trichoderma.
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GLOSARIO DE TERMINOS

ADN: Sigla de acido Desoxirribonucleico, es un compuesto organico cuyas moléculas contienen
las instrucciones genéticas que coordinan el desarrollo y funcionamiento de todos los seres vivos

y algunos virus, y que transmiten las caracteristicas hereditarias de cada ser vivo (Mérquez et al.,
2011: p.1).

Agar: Sustancia similar a la gelatina obtenida de algas marinas y utilizadas para solidificar medios

de cultivo en los que se cultivan y estudian los microrganismos (Mérquez et al., 2011: p.1).

Agua destilada: Agua obtenida por destilacion es decir por condensacién de vapor de agua

obtenido por la ebullicién o evaporacion (Marquez et al., 2011: p.2).

Agua esterilizada: Agua libre de cualquier tipo de organismo vivo, cuya eliminacidn es obtenida

por autoclavado (en autoclave) (Mérquez et al., 2011: p.2).

Aislado: Una sola espora o cultivo y los cultivos que se derivan de ellos. Se utiliza para indicar

las colecciones de un microrganismo obtenidas a diferentes tiempos (Mérquez et al., 2011: p.1).

Aislamiento: Proceso que se sigue para la obtencion de un hongo u otro organismo en cultivo

puro (Ulloa et al., 2006: p.14).

Anillo: Es una estructura circular alrededor de un estipite. Corresponde al velo parcial que protege

las lamelas cuando esta son jovenes (Méarquez et al., 2011: p.2).

Antagonismo: Relacion entre dos especies de organismos contrarios, en la cual uno de los dos
afectos la vida del otro, ya sea inhibiendo parcialmente o totalmente su crecimiento o incluso
maténdolo (Ulloa et al., 2006: p.26).

Antagonista: Organismo que causa dafio significativo a otro organismo (Mérquez et al., 2011: p.4).

ARN: Sigla de Acido Ribonucleico. El acido ribonucleico es un tipo de &cido nucleico, una
molécula polimérica lineal formada por unidades méas pequefias llamadas nucleétidos. Interviene
en varias funciones bioldgicas importantes, como la codificacion genética y la decodificacion

durante la traduccién de proteinas, la regulacion y la expresion de genes (Mérquez et al., 2011: p.5).



ARN mensajero (ARNm): Es una molécula de ARN de cadena simple, complementaria a una
de las cadenas de ADN de un gen. EI ARNm es una versién del ARN del gen que sale del ndcleo

celular y se mueve al citoplasma donde se fabrican las proteinas (Marquez et al., 2011: p.5).

Caracterizacion: La caracterizacion es un tipo de descripcién cualitativa que puede recurrir a
datos o a lo cuantitativo con el fin de profundizar el conocimiento sobre algo. Para cualificar ese
algo previamente se deben identificar y organizar los datos; y a partir de ellos, describir
(caracterizar) de una forma estructurada; y posteriormente, establecer su significado (sistematizar

de forma critica) (Marquez et al., 2011: p.6).

Clado: Formas prefijadas empleadas a menudo en boténica para dar idea a algo en que interviene

la rama como en el género (Pio Font Quer, 2010; p. 228).

Clamidosporas: Espora asexual en reposo de pared gruesa o de doble pared formada a partir de
células hifas (terminales o intercalares) o por transformacion de células conidiales que pueden

funcionar como una etapa de hibernacién (D'Arcy et al., 2001: p.1).

Conidio: Es una espora fangica asexual nucleada, inmévil que se desarrolla externamente o se

libera de la célula que la formo (D'Arcy et al., 2001: p.1).

Conidioforo: Hifa simple o ramificada, que esta morfolégicamente y/o fisiol6gicamente
diferenciada de una hifa somatica para producir y portar conidios; estos generalmente se
encuentran sobre células conididgenas especializadas, las cuales se pueden disponer de diversas

maneras (Ulloa et al., 2006: p.121).

Cosmopolita: De especies animales y vegetales aclimatadas a todos los tipos de clima y que

tienen una distribucién muy amplia (Cortes, 2019).

Desnaturalizacion: Proceso por el cual una enzima pierde la conformacién que le permite tener

actividad (Ulloa et al., 2006: p.122).

Divergente: Tipo de rama himenifera en el que hay una zona central de hifas (capa media) de la
que divergen oblicuamente dos hileras de células (los estratos laterales) (Ulloa et al., 2006: p.164).

Elicitar: Se refiere al traspaso de informacion de forma fluida (Cortes, 2019).



Enddfito/ta: Hongo que vive dentro de tejidos vegetales sin mostrar signos externos de su
presencia, como ciertos parasitos fingicos de pastos, los cuales son tdxicos para los alimentas que

se alimentan (Ulloa et al., 2006: p.77).

Enzimas: Sustancia proteinica que acta como catalizador de procesos metabdlicos (Cortes, 2019).

Especie: Es la limitacion de lo genérico en un &mbito morfolégicamente concreto. La
determinacion de los limites especificos es puramente subjetiva y, por tanto, expuesta a las
modalidades de la interpretacion personal (Pio Font Quer, 2010: p.405).

Esporular: Accion de producir esporas (Marquez et al., 2011: p.13).

Espora: Pequefia unidad de propagacion, unicelular o multicelular, asexual o sexual, mévil o

inmovil, que es capaz de originar un nuevo individuo (Ulloa et al., 2006: p.202).

Fialides: Tipo de célula conididégena, de forma de botella que producen conidios blésticos
(fialoconidios o fialosporas) en sucesion basipeta a partir de un locus (monofialide; con una

abertura) o varios loci (polifialide) sin que haya aumento de la longitud de la fidlide misma (Ulloa
et al., 2006: p.236).

Hialino: Transparente o casi; transltcido; utilizado a menudo en el sentido de incoloro (D'Arcy et
al., 2001: p.2).

Hifa: Filamento tubular que representa la unidad estructural (Talo) de la mayoria de los hongos
(Ulloa et al., 2006: p.286).

Identificacion: Proceso que determina a cual grupo taxonémico pertenece el organismo o el

aislamiento en cuestion (Marquez et al., 2011: p.19).
Incubacion: Adjetivo del periodo durante el cual una infeccién es invisible. Comienza con la
invasion del organismo hospedero y termina con la aparicion de los sintomas (Marquez et al., 2011:

p.19).

In6culo: Patdégeno o sus partes que pueden causar infeccion; la porcidn de patégenos individuales

que entran en contacto con el hospedador (Mérquez et al., 2011: p.20).

Inoculacién: Llegada o transferencia de un patdgeno a un huésped (Méarquez et al., 2011: p.20).



Inocular: Poner un patégeno en contacto con una planta huésped o un 6rgano vegetal (Marquez et
al., 2011: p.20).

Lageniforme: en forma de frasco o redoma, eliptico y con un cuello largo.

Marcador molecular: Una caracteristica molecular (un punto de referencia) en un fragmento de
ADN que se puede usar para comparar ese ADN en grados de similitud con los de otros

microrganismos (Mérquez et al., 2011: p.22).

Medio de cultivo: Un sustrato de una composicion quimica definida empleado en el laboratorio

para cultivar hongos u otros microrganismos. Los medios son liquidos o gelificados con agar
(Mérquez et al., 2011: p.22).

Micelio: Conjunto o masa de hifa que constituye el cuerpo vegetativo o talo del hongo (Ulloaet al.,
2006: p.364).

Micoparasitismo: Proceso complejo en la interaccion antagonista-patdgeno (Marquez et al., 2011:
p.24).

Morfotipo: En las especies polimorfas, cualquier estado morfolégico determina sus
caracteristicas formales (Pio Font Quer, 2010: p. 735).

Patdgeno: Agente capaz de provocar enfermedades (Méarquez et al., 2011: p.26).

Reaccion en cadena de la polimerasa: técnica que permite una amplificacion (multiplicacion)
casi infinita de un segmento de ADN para el que se dispone de un cebador (un fragmento corto

de ese ADN) (Mérquez et al., 2011: p.28).

Ribonucleasa (RNasa): Enzima que descompone el ARN (Marquez et al., 2011: p.29).

Secuenciacién del genoma: Uno o varios procesos de laboratorio que determina la secuencia
completa de ADN en el genoma de un organismo. Esto supone la secuenciacion de todos los
cromosomas de un organismo con ADN, asi como el contenido en el de mitocondrias y, para las

plantas, en cloroplastos (Marquez et al., 2011: p.31).

Septo: La pared transversal de una hifa, formada después de una division nuclear separando

nucleos hijos. Normalmente tiene un poro en su centro (Méarquez et al., 2011: p.31).



Sintomatologia: Parte de la patologia vegetal que estudia los sintomas de las enfermedades, asi

como la etiologia estudia sus causas (Pio Font Quer, 2010: p.1003).

Verticilado/da: Tipo de ramificacion en el que las ramas (pedicelos, métulas, fialides, etc.) nacen
un mismo nivel en la hifa o soporte (esporangiéforo, conidioforo, etc.) y crecen oblicuamente

hacia arriba con respecto al eje central (Ulloa et al., 2006: p.352).
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ANEXOS

ANEXO A: AISLAMIENTO DE HONGOS ANTAGONISTAS

Pesaje de muestras de suelo Desinfeccion del area de trabajo.
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ANEXO B: OBTENCION DE CULTIVOS MONOSPORICOS

Crecimiento de colonias Selecci6n de una espora



ANEXO C: PREPARACION DE MICROCULTIVOS DE LOS AISLADOS OBTENIDOS

Humedecimiento del papel toalla con agua destilada estéril Sumergimiento del portaobjeto en el medio de cultivo PD

Colocacion y siembra en el portaobjeto
para incubar en camara de esporulacién

Montaje y vista al microscopio del morfotipo.



ANEXO D: MONTAJE DE PLACAS

Colocacion de una gota de lactoglicerol Toma de micelio con la ayuda de 1a cinta scotch



ANEXO E: CONSERVACION DE LOS AISLADOS DE Trichoderma MEDIANTE EL METODO DE CASTELLANI

Cortes de discos de 7 mm de la colonia esporulada Conservacion del aislados por el método Castellani



ANEXO F: EXTRACCION DEL ADN GENOMICO

3 Tl S : Se colocd en sobres v Se afiadid nitrégeno Se adiciond 600 uL
Exteaceion.acmirlio Micelioobienido fundas, se etiquetd v liquido al micelio para de solucion de lisis
almacenod a -40 °C 1a maceracion nuclear

Se dejo los tubos con la Se utilizé6 cloroformo- Se incubé por 15 min Se vortexd la Muestra para vortexar
tapa de forma horizontal alcohol-isoamilico, para luego invertir los muestra por 3 s

para el secado del pellet isopropanol frio v etanol tubos por 5 min



ANEXO G: PROCEDIMIENTO PARA PRUEBAS PCR Y CONFIRMACION MEDIANTE ELECTROFORESIS

Preparacion de muestras para PCR Colocacion de muestras en el termociclador  Seleccion del programa de amplificacion Rpb2

Jerificacion de la amplificacion

de los producios de BCR Colocacion del gel en el transiluminador Caegas de muestras para electroforesis



ANEXO H: REVELADO DE GEL MEDIANTE EL TRANSILUMINADOR

500 pb
300 pb
200 p
100 p

M: Marcador molecular de 100 pb

500 pb #: Agua
300 pb C, S: Cultivo Kale

E, H: Cultivo de melon
200p

100 p G: Cultivo dg tomate

L J, K: Cultivo de café var catimor
R: Cultivo de café var tipica

V: cultivo de maiz amarillo




ANEXO I: CRECIMIENTO MICELIAL DE AISLADOS DE Trichoderma EN MEDIO DE CULTIVO PDA




ANEXO J: MEDICION DE FIALIDES, CONIDIOS
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ANEXO K: PREPARACION DE CEPAS PARA ENVIAR A SECUENCIAR




ANEXO L: COMPONENTES PARA LA PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO SNA

ANEXO M: COMPONENTES PARA PREPARACION DEL MEDIO AGAR-AVENA

MEDIO SNA
COMPONENTE | CANTIDAD | UNIDAD
KH2PO4 1 g/L
KNO3 1 g/L
MgS04.7H20 0,5 g/L
KCI 0,5 g/L
Glucosa 0,2 g/L
Sacarosa 0,2 g/L
Agar 25 g/L

Fuente: (Samuels et al., 2015)

AGAR-AVENA
COMPONENTE | CANTIDAD | UNIDAD
Avena 40 g/L
Agar 25 g/L




ANEXO N: CUANTIFICACION DE LAS CEPAS DE Trichoderma

CODIGO_TRABAJO | CODIGO_ORIGINAL CA::'J/LEAD A260/A280 | A260/A230
A R1_M1A PDAE +1000
B R3_M3_PDAE +1000
C R1_M1A RB 7445 1,85 1,76
D R1_M3 RB +1000
E R1_M2A-D_PDA 775,8 1,89 1,77
F R1_M3_PDAE +1000
G R1_M5-D_RB 790,9 1,78 1,82
H R1_M2A RB +1000
| R3_M3_PDA 887,3 1,95 2,14
J b. R2_M3_PDA 1128,4 1,96 2,01
K a. R2_M3_PDA 639,9 1,87 1,62
M R1_M2A_PDA +1000
N R2_6B_PDAE 674,4 1,87 1,84
0 R3_6B_PDA +1000
P R2_6B_PDA 98,7 1,57 1,08
R R2_M4 RB 78,7 1,63 1,03
S R2_M1A RB 7214 1,85 1,81
U R3_M2A PDAE +1000
v R2_6B-D_RB 780,8 1,93 2,03
X R3_7A_PDAE 6,5 1,02 0,24
Y R3_M1A RB 37,3 1,87 2,67

Elaborado por: Del Rosario Romero, Maria, 2022.
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