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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar las caracteristicas por medio
de una caracterizacion morfoldgica y también la determinacion de la especie y género a base
de un analisis molecular de una cepa nativa de Trichoderma spp., almacenadas en el laboratorio
de microbiologia de la Universidad Técnica de Cotopaxi de la carrera de agronomia. Para ello,
se utilizaron técnicas de multiplicacion siguiendo los debidos protocolos pertinentes como el
uso de bisturi y barra de inoculacion. Se demostré que el uso del bisturi resulto ser el mas eficaz
para obtener Trichoderma spp., ademas se utilizé un antibidtico como la Gentamicina, esta
aplicacion mostré una baja contaminacion y mayor esterilidad en las cepas purificadas de
hongo. En los resultados de las cajas purificadas de Trichoderma spp., las estructuras
morfologicas mostraron la presencia de las siguientes caracteristicas como micelio, hifas,
conidios, conidi6foros. Mas adelante las cepas seleccionadas por grado de purificacion se
enviaron al laboratorio de BIOHACK UIO, ubicado en Quito para el analisis de identificacion
molecular. Los resultados siguientes obtenidos indicaron la presencia de un 100% de una sola
cepa de hongo donde la especie y género analizada, fue identificada como Trichoderma
asperellum.

Por lo tanto, este tema de investigacion ayudara a entender en profundidad la caracterizacion
de Trichoderma asperellum, lo que facilitara su uso eficaz en el control bioldgico de plagas y
enfermedades agricolas y forestales, promoviendo practicas sostenibles y ha largo tiempo con
la biosfera en el manejo responsable y agroecoldgico de sistemas agricolas.

Palabras claves: Trichoderma spp, Purificacion, Gentamicina ldentificacion molecular,
microbiologia, caracterizacion morfolégica, biosfera.
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ABSTRACT

The objective of this research work was to determine the characteristics through morphological
characterization and to identify the species and genus based on a molecular analysis of a native
strain of Trichoderma spp., stored in the microbiology laboratory of the Agronomy Department
at the Technical University of Cotopaxi. To achieve this, multiplication techniques were
employed, following appropriate protocols, including the use of a scalpel and inoculation loop.
It was demonstrated that the use of the scalpel was the most effective method for obtaining
Trichoderma spp. Additionally, an antibiotic such as Gentamicin was used, and this application
showed low contamination and higher sterility in the purified fungal strains. In the results from
the purified Trichoderma spp. plates, the morphological structures displayed the presence of
characteristics such as mycelium, hyphae, conidia, and conidiophores. Subsequently, the strains
selected based on their degree of purification were sent to the BIOHACK UIO laboratory,
located in Quito, for molecular identification analysis. The results obtained indicated the
presence of a single fungal strain, where the species and genus were identified as Trichoderma
asperellum. Therefore, this research will contribute to a deeper understanding of the
characterization of Trichoderma asperellum, facilitating its effective use in the biological
control of agricultural and forestry pests and diseases, promoting sustainable practices and long-
term harmony with the biosphere in the responsible and agroecological management of
agricultural systems.

Keywords: Trichoderma spp, Purification, Gentamicin Molecular identification,
microbiology, morphological characterization, biosphere
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

Esta investigacion se centra en la recopilacion, analisis e interpretacidn de informacion sobre
las caracteristicas morfoldgicas y moleculares de cepas nativas de Trichoderma spp. que se
encuentran en el Laboratorio de Microbiologia de la carrera de Agronomia.

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La presente investigacion se enfoca en proporcionar informacion sobre las caracteristicas
morfoldgicas y genéticas de Trichoderma spp, con el objetivo de utilizarlo como un eficiente
método bioldgico en el control de enfermedades agricolas. Se espera que este estudio sirva
como punto de partida para futuras investigaciones en la Universidad y pueda ser aplicado en
estudios relacionados con la biodiversidad microbiana del suelo, la biotecnologia agricola y la
ecologia de los ecosistemas agricolas. Asi mismo, la comprension de sus mecanismos de accion
como biocontrolador podria abrir nuevas lineas de investigacion en el desarrollo de productos

biotecnologicos para el manejo integrado de plagas y enfermedades en la agricultura.

Trichoderma spp., es un hongo antagonista que es participe de la lucha contra enfermedades
que afectan a cultivos agricolas de valor economico significativo. Ademas, este
microorganismo es efectivo para su uso como un mecanismo de control bioldgico, ya que tiene

la capacidad de frenar el crecimiento de hongos fitopatdégenos (Sanchez-Garcia et al., 2017).


mailto:cristian.tenelema3744@utc.edu.ec

Por otra parte, Trichoderma spp., posee la capacidad de inhibir el crecimiento, la esporulacién
y la germinacion de esporas de microorganismos patégenos (Mesa Vanegas et al., 2020).

Por otra parte el potencial de este hongo antagonista también funciona como promotor de
crecimiento vegetal, biomasa, rendimiento y calidad (Donoso et al., 2008; Mesa Vanegas et al.,
2020).

4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
4.1.Beneficiarios directos

Los beneficiarios directos de la investigacion estan acreditados para la comunidad educativa de
la Universidad Técnica de Cotopaxi (UTC), pues al determinar cepas nativas con una excelente
viabilidad para el control de plagas y enfermedades, pueden realizar estudios a profundidad y
obtener un producto que tenga un control amigable y sostenible con el medio ambiente para el

beneficio de productores agricolas.

4.1.Beneficiarios indirectos

Todos los agricultores que se encuentran a nivel de pais debido a que este hongo benéfico,
puede contribuir a una mejor asimilacion de nutrientes, asi como el fortalecimiento del sistema

inmune de la planta.

5. PROBLEMATICA

Los sistemas agricolas en los Gltimos afios han suscitado dificultades ligadas a problemas
fitosanitarios, en la gestion de enfermedades de las plantas, se enfrentan diversos desafios que
requieren una atencion urgente. Uno de los principales problemas es la creciente resistencia de

los patogenos a los fungicidas quimicos tradicionales, lo que dificulta su eficacia a largo plazo.

Hoy en la actualidad identificar y diferenciar las especies de Trichoderma spp, es crucial, pero
la similitud morfoldgica complica la identificacion visual. Se emplean métodos combinados de
analisis morfologico y molecular para resolverlo. Sin embargo, en nuestro pais no se han
estudiado marcadores moleculares especificos para las especies de Trichoderma spp, en la

agricultura.

La necesidad de disminuir el uso de fertilizantes y fungicidas de procedencia quimica en la
agricultura es cada vez mas urgente para preservar el ecosistema y fomentar una agricultura
mas sostenible. Actualmente, se estd promoviendo el uso de microorganismos beneficiosos

como inoculantes para biofertilizacion y biocontrol (Mayo et al., 2015)



Es evidente que los agentes de control biologico (BCA) que utilizan Trichoderma spp. son
viables desde el punto de vista comercial, dado que hay numerosos productos disponibles en el
mercado. Sin embargo, muchos de estos productos, son BCA de tipo "desconocido”. La
mayoria de ellos se comercializa como mejoradores del suelo y/o promotores del crecimiento.
Practicamente todos los BCA basados en Trichoderma spp. disponibles cumplen con estas
funciones. Estas caracteristicas son clave para su éxito como antagonista en el control biolégico
de patdgenos. La contaminacion del suelo y del agua a pesar de que el uso de agroquimicos es
constante para el control de plagas y enfermedades su uso continuo ha generado problemas en
el ambito ambiental, humano y animal, sobre todo el dafio al recurso suelo, pues de este yacen
microorganismos con caracteristicas potenciales para suplir el consumo de productos sintéticos
(Mesa Vanegas et al., 2020).

En la actualidad, los hongos del género Trichoderma spp. se comercializan en forma de
biopesticidas, biofertilizantes y productos que estimulan el crecimiento y la resistencia natural
de las plantas. Su eficacia se debe a su capacidad para proteger las plantas, fomentar el
crecimiento vegetativo y limitar la presencia de patégenos, ademas de funcionar como aditivos
del sustrato (inoculantes) que mejoran la absorcién de nutrientes. Las esporas vivas de estos
hongos, que son el componente activo, se incorporan en diversas formulaciones, tanto
tradicionales como novedosas, que se aplican como soluciones para rociar sobre hojas, semillas
y plantas jovenes, asi como en tratamientos post-poda en el sustrato para siembra o trasplante,
y en riegos o remojos(Andrzejak & Janowska, 2022).

En el &mbito agricola actual, es fundamental profundizar en la comprensién y caracterizacion
de hongos con potencial biocontrolador de enfermedades vegetales y que al mismo tiempo son
capaces de promover el crecimiento de las plantas, asi como de mejorar la calidad del suelo.
Dentro de este grupo, se encuentran las cepas nativas de Trichoderma spp. (Hernandez et al.,
2019); el cual se ha usado para combatir enfermedades como Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani, Alternaria sp., Botrytis cinérea, Sclerotium rolfsii, Phythium sp. (Umafia-
Castro et al., 2018).

No obstante, para emplear estas cepas en practicas agricolas, se deben identificar sus
caracteristicas morfoldgicas y moleculares especificas. Asi, sera posible seleccionar las cepas

mas adecuadas conforme su variabilidad genética y su adaptacion local.

Es por esto que identificar cepas nativas de la zona, es sumamente importante para contribuir

al manejo agronomico de los cultivos con el uso de productos biologicos tales como



Trichoderma spp, como un controlador bio amigable y a su vez para limitar el uso de productos
comerciales quimicos los cuales debemos limitar el uso por su alto costo y también por grado
de contaminacion, por lo cual la relevancia de identificar los mejores ejemplares de hongos
antagoénicos es considerado un avance en el uso y manejo de tales agentes controladores de

enfermedades que tienen una accidon poli funcional para la agricultura.

6. OBJETIVOS
6.1.General

e Identificar morfoldgica y molecularmente una cepa nativa de Trichoderma spp, aisladas en
el laboratorio de la carrera de Agronomia de la Universidad Técnica de Cotopaxi 2023-
2024

6.2.Especificos

e Determinar las principales caracteristicas morfologicas del Trichoderma spp, nativo.
e Identificar molecularmente Trichoderma spp, nativo.

e Elaborar una tabla de costos del presente proyecto de investigacion en laboratorio.



. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS

Tabla 1. Actividades de tareas en relacion a los componentes.

OBJETIVOS ACTIVIDADES RESULTADOS DE MEDIOS DE
ESPECIFICOS (TAREAS) LA ACTIVIDAD | VERIFICACION
Determinar las 1. Observacion - Descripcion Aislamientos de

principales macroscopica de detallada del Trichoderma spp.

caracteristicas
morfologicas del
Trichoderma spp,
nativo.

Trichoderma spp en agar
PDA durante 6 dias. 2.
Observacion
microscopica de la cepa
Trichoderma spp después
de incubacién a 26 °C
durante 6 dias.

crecimiento y
desarrollo de
Trichoderma spp en
agar PDA durante 6
dias.

- Identificacion de
las estructuras
morfologicas bajo el
MiCroscopio.

Identificar
molecularmente
Trichoderma spp,
nativo.

1. Extraccién de ADN de
la muestra de
Trichoderma spp
cultivada en medio

- Obtencion de
secuencias genéticas
de Trichoderma spp

. - Comparacion de

solido. secuencias con bases
2. Amplificacion de la de datos.
region ITS....

Identificacion

molecular de

Trichoderma
asperellum

Elaborar una tabla
de costos del
presente proyecto
de investigacion en
laboratorio.

1. Recopilacion de todos
los materiales y equipos
utilizados en el proyecto.
2. Determinacién del
costo unitario y total de
cada elemento. 3. Suma
total de los costos.

- Tabla detallada que
incluya todos los
materiales, equipos y
costos asociados al
proyecto.

- Célculo preciso del
gasto total del
proyecto.

Comparacién
de los costos
calculados
con los
recibos y
registros de
compra.




8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
8.1.Generalidades del género Trichorderma spp

Es utilizado en la agricultura de acuerdo a sus mecanismos de control bioldgico, a su vez
establece una relacion directa con las raices de las plantas, a las cuales modifica su morfologia
y procesos fisiologicos haciéndola més defensiva al ataque de patégenos que habitan en la
rizosfera (Rivera-Méndez et al., 2021).

Es un hongo utilizado como biocontrolador de hongos fitopatégenos debido a sus caracteristicas
maltiples positivas, como su mecanismo de accion, la antibiosis, el micro parasitismo,
produccién de metabolitos secundarios (Hernandez-Melchor et al., 2019). El potencial
enzimatico que posee este hongo, secreta mas de 70 metabolitos los cuales detienen los procesos
infecciosos de los patdgenos y a su vez son usada como sustancia estimuladora para los

procesos bioldgicos de las plantas (Quevedo, 2022).

8.2.Importancia agricola del género Trichorderma spp

El uso de productos menos toxicos ha sida una alternativa de control para hacerle frente al uso
de pesticidas los cuales han tenido efectos perjudiciales para el ecosistema natural lo que
implica la eliminacion de microorganismos benéficos, aumento de plagas y enfermedades
agricolas y presencia de residuos toxicos en los alimentos ( Bae et al., 2011; Medrado et al.,
2022).

El género Trichoderma estéa presente en ecosistemas terrestres como suelos agricolas o bosques,
poseen una alta adaptabilidad y crecen de manera saprofita interactuando con plantas y
animales; A su vez este género estd asociado a la rizosfera de plantas de tal manera que
promueven su desarrollo y crecimiento mediante la produccion y liberacion de giberelinas,
auxinas y acidos organicos, los cuales disminuyen el ph al suelo y permiten la absorcion de
nutrientes como fosfatos, hierro magnesio y manganeso, siendo importantes para el

metabolismo vegetal de las plantas (Hernandez-Melchor et al., 2019).

8.3.Trichorderma spp como controlador biolédgico

Las especies de Trichoderma son empleadas como controladores bioldgicos, en ensayos de
confrontacion directa han demostrado su eficacia contra patdgenos. Especies como T.
arundinaceum y T. brevicompactum, demuestra su potencial contra M. faseolina, destacando el

aislamiento de cepa de suelos nativo como alternativa bioldgica (Cubilla-Rios et al., 2019).



Estudios sobre Trichoderma, en laboratorio han demostrado que las especies de T. asperellum,
viride, harzianum son eficientes para el control de fitopatdgenos, siendo alternativas bioldgicas
importantes. (Andrade-Hoyos et al., 2019). Segun (Mayo et al., 2015), en su estudio los aislados
de Trichoderma inhibieron el desarrollo de Rhizoctonia solani en condiciones in vitro, en
cuanto a condiciones in vivo en plantas de frejol tratadas con una cepa especifica T. harzianum

en presencia del patégeno, mostro un efecto positivo ante la resistencia.

En un estudio para verificar la eficiencia de la especie Trichiderma spp., sobre plantas de soja
y tomate mostro efectos positivos contra hongos fitopatégenos como Sclerotinia sclerotiorum,
y Sclerotium cepivorum, afirmando que el uso de Trichoderma es sumamente importante para
la experimentacion in vivo e in situ. Con el uso del producto comercial Ecotrich® empleado
como controlador bioldgico del cual aislaron a T. harzianum, el cual es considerado como un
agente de proteccion eficaz a diversos patdgenos vegetales, usado en la aplicacion foliar,
edéafica y tratamientos de semillas (Medrado et al., 2022). T. harzianum es un género estudiado
a profundidad para la produccion de la celulosa. De acuerdo a Zapata-Narvaez & Gomez-
Marroquin, (2022), el uso de bioplaguicidas como Tricotec® a base de T. koningiopsis y T.
asperellum., muestren efecto positivo sobre el crecimiento de plantas de ajo.

En otro estudio segun Zapata-Narvaez & Gomez-Marroquin, (2022), Sclerotium cepivorum, es
causante de la pudricion blanda en cultivos de ajo, para este caso la aplicacion de
biocontroladores ya sea de forma individual o en mezclas, reduce la mortalidad del patégeno.
Por otra parte de acuerdo a Rivera-Méndez et al. (2021), en su estudio demuestra que T.
asperellum., tiene efecto positivo para reducir la incidencia en campo para S. cepivorum y S.
terrestris, mejorando la calidad de la cosecha del cultivo de cebolla. T. asperellum., presenta
evidencias de activacion de la defensa sistémica contra S. cepivorum, en base al analisis de

genes marcadores de defensa (Rivera-Méndez et al., 2021).

8.4. Taxonomia del género Trichorderma spp

El género Trichorderma es descrito por primera vez en 1994 por Persoon, considerado un hongo
saprofito perteneciente a la division Ascomycota que habita en el suelo, estan distribuidas en
zonas que contengan materia organica o desechos vegetales (Sanchez-Garcia et al., 2017;
Quevedo, 2022).



Tabla 2. Clasificacion taxonémica de Trichoderma spp

Division Myxomicotina
Subdivision Deuteromycotina
Clase Hyphomicetes
Orden Hyphales
Familia Monilaceae
Género Trichoderma
Especie T. harzianum, T. hamatum, T. viride, etc

Elaborado por: (Lasluisa, 2023).

8.5.  Identificacion morfoldgica de Trichorderma spp

De acuerdo a Savin et al. (2021) realizaron la caracterizacion morfoldgica de especies de
Trichoderma spp, aisladas en lo que por medio de un microscopio compuesto (Labomed LX

400) se visualizaron hifas, fidlides agrupadas en forma globulares, y conidios elipsoides.

Para la identificacion de especies de Trichoderma, han sido empleados varias técnicas, entre
esas se basa en las caracteristicas morfoldgicas, en el caso del estudio descrito por Leiva-Mora
et al. (2023), describe a cepas asiladas de Trichoderma por medio del tamafio de la estructura
de las hifas, conidios y fidles. En la actualidad es empleada la secuenciacion del rRNA, por el
cual permite una precision idénea al momento de identificar las especies (Sanchez-Garcia et
al., 2017).

Para llevar a cabo la multiplicacion del hongo, se empled un bisturi debidamente esterilizado
para hacer un corte cuadrado en el hongo. Este fragmento fue cuidadosamente transferido a una
nueva caja Petri que contenia 7,8 gramos de medio nutritivo preparado especificamente para
este propdsito. Gracias a este procedimiento, se facilito la formacion de nuevas colonias del
hongo, lo que a su vez permitié purificar la cepa y realizar un analisis molecular detallado en
el laboratorio. Este método no solo asegura la obtencién de muestras puras, sino que también

mejora la precision de los estudios posteriores sobre la cepa (Troya & Vaca, 2014).

La siembra se realiza con un asa que se introduce en el cultivo a inocular y luego se extiende
sobre la superficie del bisel en un patrén en zigzag, especialmente para bacterias. En el caso de
los hongos, el procedimiento es similar, es decir, si el cultivo es liquido, se desliza el asa sobre

el agar. Ahora bien, en el caso de que se disponga de un aislamiento puro, se deja que el hongo
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esporule y luego se coloca un pequefio fragmento o porcidn del hongo sobre el bisel (Jamauca
Lopez, 2023).

Mosquera et al. (2020) dentro de su investigacion mencionan que el uso de Gentamicina, dentro
de la purificacién de una cepa bacteriana, promueve que sobreviva una Unica especie, dejando
sin efecto la reproduccién celular de otros organismos. En la investigacion realizada, se
corrobord este hecho debido a que como se observa en la imagen, se evito que se contamine la

muestra de Trichoderma spp con la aplicacion del antibiético.

Segun los estudios de (Acurio Vésconez, Ramiro Daniel; Espafia Imbaquingo, 2017), las
colonias exhibieron un crecimiento acelerado (5-8 cm), y el micelio cubrié el medio de cultivo
en 5 dias a 26°C en Agar papadextrosa. Al principio, las colonias presentaron pustulas blancas
y algodonosas, las cuales posteriormente se compactaron y esporularon, cambiando a un color
verde y una textura granulosa. Se observaron conidioforos ramificados alrededor de las
pUstulas. Aunqgue los aislados no emitieron el olor caracteristico a coco, la parte inferior de las
colonias mostrd una coloracién marron-amarillenta, atribuible a la produccion de cristales
amarillos. Asi mismo, Los conidiéforos mostraron ramas laterales dispuestas en pares,
formando un angulo de 90° con respecto al eje principal del conididforo. Las fialides tenian una
forma alargada, mas anchas en el centro y con un cuello largo y hialino. Se observaron fialides
tanto individuales como en grupos de 2 a 3. Las conidias eran ovoides o a veces globosas, de
color verde claro y con bordes lisos. Se encontraban agrupadas en las fialides, formando

racimos globosos con una disposicion de umbelas claramente definida.

Por otra parte, la interaccion entre temperatura y desarrollo de Trichoderma son dependientes
de la especie y el aislamiento especifico. Por ejemplo, T. pseudokoningii y T. saturnisporum
pueden tolerar temperaturas de 40 a 41°C, mientras que T. koningii y T. hamatum soportan
hasta 35°C, y T. viride y T. polysporum hasta 31°C. De igual manera, T. harzianum puede
crecer a temperaturas de hasta 38°C, con una temperatura adecuada de 20°C para algunos
aislamientos a pesar de que varia entre 25 y 30°C. No obstante, a 30°C, la actividad antagdnica
de T. harzianum se reduce, lo que demuestra que la temperatura ideal para el crecimiento no
siempre coincide con la temperatura éptima para la actividad antagénica, y por tanto, existe

relacién entre aislamiento, antagonismo y temperatura (Martinez et al., 2013).

Se ha podido observar una gran cantidad de formacion de colonias de Trichoderma spp, en las
5 cajas Petri purificadas con Gentamicina, en la tercera fase de multiplicacion, en el laboratorio

de agronomia. Segun German et al. (2020) se aislaron y purificaron cepas de hongos
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evidenciando que las mejores cepas son aquellas que toman en color propio del hongo y se
expanden en todo el medio de cultivo, en el presente estudio se evidencio esta caracteristica,

por lo que se concuerda con los autores.

Las estructuras morfologicas de este género, presentan hifas hialinas de paredes lisas,
conidioforos simples no ramificados pero con fidlides terminales en forma de cilindro, los
conidios son ovoides en racimos con tonalidad verde-amarillento, las cuales se producen solas
y se acumulan en los extremos de cada fialide para formar una cabeza con forma circular-

globosa (Espinoza Castro et al., 2023).

Segin Mayo et al. (2015), los aislados de Trichoderma se identificaron por medio de la
esporulacién, mostrando una inhibicion superior a 40%, por medio de la secuenciacion
identificaron a T. harzianum, T. atroviride, T. longibrachiatum, T. gamsii y T. citrinoviride. En
otro estudio segun Sanchez-Garciaet al. (2017), para la identificacion de cepas de Trichoderma,
usaron técnicas moleculares de amplificacion por PCR de ADN, por medio de este proceso
identificaron 6 cepas con identificacibn dominante de la especie T. harzianum sobre T.
asoerellum, el sustrato del muestreo fue proveniente de una parcela con frejol y maiz (Sanchez-
Garcia et al., 2017).

La identificacion de la Trichoderma spp se lleva a cabo observando rasgos especificos, tanto
visibles como bajo el microscopio, con el fin de diferenciar las diversas especies dentro de este
género. Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas dividen este proceso (Manjur &
Afiya, 2010).

Las observaciones del hongo Trichoderma spp., destaca su morfologia, por lo que se evidencio
que su estructura presento hifas hialinas de paredes lisas, conidiéforos simples no ramificados
pero con fialides terminales en forma de cilindro, los conidios son ovoides en racimos con
tonalidad verde, las cuales se producen solas y se acumulan en los extremos de cada fialide para
formar una cabeza con forma circular-globosa, acorde a lo manifestado por Espinoza Castro et
al. (2023).

Dado el nivel de adaptabilidad alto, Trichoderma puede propagarse a otros medios de cultivo.
Ahora bien, las caracteristicas morfoldgicas de las colonias, como los anillos concéntricos y la
pigmentacion del micelio, tienen una variacion segun la especie y el medio. Por otra parte, al
inferior de las colonias se muestran colores tenues como el beige, amarillo, ambar o verde

amarillento (Marchuk Larrea et al., 2024).
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Después de tres dias de crecimiento, todas las colonias tomaron el color caracteristico de
Trichorderma spp, siendo verde-amarillento toda la caja Petri, por lo que ha alcanzado su punto
de maduracién. De acuerdo con Manjur y Afuya (2010), la apariencia de Trichordema spp,
dentro de un medio de cultivo es algodonosa o lanosa con aspecto aterciopelado, lo que la
caracteriza. A su vez, Leiva-Mora et al. (2023) menciona que los conidios de Trichoderma spp,

son ovoides en racimos con tonalidad verde-amarillento.

8.6.Caracteristicas Macroscopicas:

e Textura del Micelio: El micelio de Trichoderma spp., visible a simple vista, puede
presentar una variedad de texturas en los medios de cultivo, que van desde una
apariencia algodonosa o lanosa hasta un aspecto aterciopelado. Esta textura puede ser
un indicador Util para distinguir entre diferentes especies dentro del género Trichoderma
y también puede variar en funcion de las condiciones de cultivo, como la humedad y la
temperatura.

e Anillos Concéntricos: producen anillos concéntricos en su medio de crecimiento. El
desarrollo radial del micelio foma estos anillos de diferentes tamafios y tonos, que
pueden ayudar a identificar especies.

e Color de las Conidias: Los drganos reproductivos asexuales de Trichoderma spp.,
conidia, son translucidos, verdes, amarillos o naranjos. Las especies de Trichoderma y

las variables ambientales como la luz y la temperatura tienen influencia en su tono.
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8.7.Caracteristicas Microscopicas:

e Fialides: Segun,(Aroca et al., 2004) la mayoria de las fialides son individuales, con
forma de matraz, presentando una base més o menos cilindrica y estrechandose de
manera abrupta hacia el extremo. Sus dimensiones oscilan entre 6-14 x 2,5-3,0 um. Las
fialides son células especializadas que se encuentran en la punta de los conidioforos y
son responsables de la produccidn de conidias en Trichoderma spp. Estas células suelen
ser mas largas que anchas y pueden tener una disposicion irregular. Las fialides son
cruciales para la reproduccion asexual del hongo y pueden ser un punto de referencia
importante para la identificacion taxonomica.

e Hyfas septadas: Trichoderma spp. hae septas. Estas hijas delgadas y ramificadas crean
una red de todas las direcciones. Leiva-Mora et al. (2023) dicen que Trichoderma spp.
hyphas son distintas.

e Colory textura: Las hifas de Trichoderma spp. pueden ser transllcidas o algo verdes o
amarillentas, dependiendo de la especie y las circunstancias de crecimiento (Espinoza
Castro et al., 2023).

e Conidiophoros/conidia: ~ Trichoderma  spp. conidiophores generan  conidia
microscopicamente, estas tienen una forma alargada y muestran una pared celular
gruesa; no obstante, las especies varian. Por otra parte, la propagacién de hongos
ambientales requiere conidio para la dispersion de los esporos, estos conidiéforos se
originan de las hifas, ademas poseen estructuras simples o de ramificacion estan
ordenadas en el micelio. Los conidios esféricos o elipticos pueden formar cadenas a lo
largo de los conidioforos (Manjur & Afiya, 2010).

e Conidioforos en forma de pincel: Conidiophores llevan conidios que se ramifican del
micelio y varian en complejidad y tamafio entre las especies de Trichoderma. Se conoce
que la forma conifora que poseen contribuyen a distinguir las especies de Trichoderma
y afectar la capacidad del hongo para colonizar sustratos y competir con otros
microorganismos en el suelo (Leiva-Mora et al. 2023).

e Micelio denso y crecimiento agresivo: En general, Trichoderma spp es conocido por su
rapido crecimiento y su capacidad para formar micelio denso en sustratos adecuados.
Esto puede observarse como un tapiz filamentoso sobre la superficie del medio de
cultivo (Manjur & Afiya, 2010)..

e Interaccion con otras estructuras: En condiciones naturales, Trichoderma spp puede

exhibir interacciones con otras estructuras, como la formacion de esporas de resistencia,



14

como clamidosporas, o la produccién de estructuras especializadas para la colonizacion

de tejidos vegetales (Espinoza Castro et al., 2023).

8.8.1dentificacién molecular de Trichoderma spp

Las técnicas moleculares han sido de suma importancia en los ultimos afios, de acuerdo a su
confiabilidad y precision entre una o varias cepas de la filogenia del género de Trichoderma
spp, ha sido analizado por secuencias de los espaciadores transcriptos del ADN ribosomal
(ITS1-ITS2) (Valiente & Pavone, 2013). Entre ellas una técnica usada para la deteccion de
microorganismos se usa la deteccion de acidos nucleicos por medio de la PCR o0 més conocida
como la reaccién en cadena de la polimerasa. Consiste en amplificar muestras de ADN por
repeticiones de la reaccion de elongacion en base a los cebadores especificos, y la enzima Taq

polimerasa, en condiciones idéneas (Soto Mufoz, 2014).

8.9.Método de identificacion molecular

El desarrollo del meta cddigo de barras de ADN representa un avance transformador en el
campo de la microbiologia, permitiendo una identificacion y caracterizacion detallada y
eficiente del microbiota presente en diversas fuentes, tanto ambientales como clinicas. Esta
técnica, basada en la amplificacion de genes marcadores especificos mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y el ciclo de los amplicones resultantes, ha facilitado
enormemente el estudio de comunidades microbianas complejas, superando varias limitaciones

de los metodos tradicionales de cultivo (Kredics et al., (2019).

Matas et al.. (2022) dentro de su investigacion para caracterizar una nueva especie de
Trichorderma spp, basado en caracteristicas morfoldgicas y moleculares cultivaron hongos en
agar PDA, y realizaron la caracterizacion molecular por medio de la extraccion de ADN en la
cual se aplico espectrofotometria y la secuencia resultante se compar6 con las secuencias del
banco de datos GeoBank, con lo que determinaron que la especie nativa pertenece a Trichoderma
asperellum. Es asi que se concuerda con los resultados obtenidos por los autores, debido a que
las muestras fueron cultivadas en el mismo medio de cultivo y la secuenciacion se comparé con
bases de datos internacionales, por lo que este tipo de protocolo es valido para establecer género
y especie de este tipo de hongo.

El desarrollo del meta cddigo de barras de ADN representa un avance transformador en el
campo de la microbiologia, permitiendo una identificacion y caracterizacion detallada y

eficiente del microbiota presente en diversas fuentes, tanto ambientales como clinicas. Esta
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técnica, basada en la amplificacién de genes marcadores especificos a través de la reaccion
ciclica de la polimerasa (PCR) y la secuenciacién de los amplicones resultantes, ha facilitado
enormemente el estudio de comunidades microbianas complejas, superando varias limitaciones
de los métodos tradicionales de cultivo, teniendo los siguientes elementos (Kredics et al.,
2019):

e Fundamentos del Meta codigo de Barras de ADN: El proceso comienza con la seleccion
de un segmento de ADN objetivo conocido como marcador genético, que debe ser lo
suficientemente conservado para estar presente en todos los miembros de un grupo
taxondmico, pero también lo suficientemente variable para distinguir entre especies o
incluso cepas. El gen 16S rRNA, por ejemplo, es comdnmente utilizado para bacterias
debido a estas propiedades, mientras que la region ITS (espaciador transcrito
internamente) se utiliza para hongos.

e Amplificacion y Secuenciacion: Mediante PCR, se amplifican multiples copias de estos
marcadores genéticos especificos a partir de una muestra ambiental o clinica, que luego
se secuencian utilizando tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS).
Estas tecnologias permiten la secuenciacion de millones de fragmentos de ADN
simultaneamente, generando una cantidad masiva de datos que reflejan la diversidad de
la microbiota presente en la muestra.

e Analisis de Datos y Caracterizacion de la Microbiota: Caracterizacion de microbiota y
andlisis de datos. Se comparan los datos de secuencia con bases de datos genémicas
para identificar especies o taxones de muestras. El estudio aborda la composicion y
abundancia del microbiota. Identificar y cuantificar microorganismos sin pre-cultivar es
atil para estudiar comunidades microbianas complejas y detectar bacterias dificiles de

cultivar o no descubiertas.

Los enfoques basados en secuenciacion han revolucionado el estudio del microbiota,
permitiendo una deteccion rapida y precisa de microbios de comunidades de multiples especies
sin la necesidad de cultivos y aislamientos de laboratorio que consumen mucho tiempo. Como
resultado, la metabarcodificacion de ADN proporciona perfiles taxonémicos completos con
mayor resolucion filogenética. La secuenciacion de amplicones utiliza PCR con pares de
cebadores para amplificar marcadores de ADN especificos entre especies. Para lograr una
amplia cobertura de especies, los marcadores deben estar flanqueados por sitios de unién de
cebadores conservados y al mismo tiempo ser lo suficientemente variables para diferenciar
entre taxones (Ohta et al., (2023).
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Para la identificacion de especies de hongos, el objetivo comdn es la region espaciadora
transcrita interna (ITS) ubicada entre los genes de ARNr de la subunidad pequefia (SSU) y la
subunidad grande (LSU). La region ITS consta de dos loci, ITS1 e ITS2, separados por el gen
5.8S rRNA. Se puede seleccionar una o ambas subregiones para la secuenciacion a fin de
identificar la taxonomia de una muestra. La region ITS no codificante tiene una tasa de
mutacion mas rapida que las regiones codificantes de ARNr SSU y LSU, lo que resulta en
variaciones de secuencia acumuladas que ayudan a discriminar diferentes taxones (Ohta et al.,
2023).

Los marcadores de ADN tanto bacterianos como fungicos estan presentes en multiples copias
del genoma, lo que los hace técnicamente ventajosos para la secuenciacion de amplicones. Las
regiones dentro del operdn de ARNr son facilmente objetivo de la amplificacion por PCR,
incluso con pequefias cantidades de ADN molde. Por lo tanto, los metacodigos de barras de
ADN dirigidos a operones de ARNTr se han empleado ampliamente como método estandarizado

para la identificacion microbiana (Ohta et al., (2023).
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9. PREGUNTA CIENTIFICA

¢Se puede determinar la especie de la cepa nativa de Trichoderma spp, aislada en la Universidad

Técnica de Cotopaxi, a través del analisis morfologico y molecular?

10. METODOLOGIA
10.1. Parte 1: Busqueda bibliografica

La elaboracion de este estudio se basd, en la revision bibliografica, los documentos se
obtuvieron por medio de bases de datos y repositorios, de acuerdo a la temética basada en
andlisis morfolégico y molecular de Trichoderma spp, por lo cual se busca describir las
principales caracteristicas del hongo siguiendo manuales de descripcion de estructuras y formas
de hongo, asi también la identificacion a base de un andlisis del género y especie para lo cual
se seleccionaron los articulos entre el periodo 2018-2023 asi también a base de toda esta
informacion se realizara la discusion de resultados. Se buscara los articulos cientificos que
aportaron resultados sobre la identificacion morfologica y molecular de cepas nativas de
Trichoderma spp., como controlador bioldgico, se detallara en forma exacta las principales
caracteristicas por medio de una informacion seleccionada para facilitar la comprension lectora

y sea de facil acceso para futuras investigaciones.

10.2. Descriptivo

La verificacion y observacion detallado de las caracteristicas fisicas del hongo, como su
morfologia, y su composicion genética y molecular, es esencial. Esto incluye la identificacion
y descripcidn de la forma, tamafio, color y estructuras del hongo, asi como la determinacion de
su identidad genética y, posiblemente, su variabilidad genética a nivel molecular. La presente
investigacion es netamente de laboratorio en base a la reactivacion de Trichoderma spp. nativo

de acuerdo a su caracterizacion molecular por medio de PCR y andlisis bioinformatico.

10.2.1. Ubicacién de la experimentacion

El analisis de campo de la presente investigacion se ejecuté en el laboratorio de la UTC, campus
Salache, el cual esta en el perimetro rural canton Latacunga, ademas, se ubica al suroeste de la

cabecera cantonal, al lado de E35 en el km 7,53 via Salache a 2,870 msnm
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Imagen 1. Laboratorio de agronomia Universidad Técnica de Cotopaxi.

Google Earth

0959'58.27+ 'S elevacion; 2730'm alt. 0jo . 2.96 km

10.2.2. Materiales y equipos

A continuacion, se daré a conocer a detalle los materiales y equipos que se utilizaron en la

presente investigacion.

10.2.3. Material bioldgico

El material biol6gico empleado en la investigacion realizada se obtuvo del aislamiento

realizado por Chacha (2022) en el cual recopilo el material de Trichoderma spp. Nativo.

10.2.4. Equipos de laboratorio

e Microscopio

e Autoclave

e Balanza digital

e Céamara de flujo laminar
e Incubadora

e Asa microbioldgica

e Bisturi

e Lampara de alcohol
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e Portay cubre objetos

e Pinzas

e Vasos de precipitacion.
e Frascos para autoclave

e Micro pipetas
10.2.5. Insumos de laboratorio

e Cepas de hongos benéficos
e Agar PDA gr

e Alcohol al 96 % mi

e Agua destilada

e Azul de metileno
10.2.6. Material general

e Mandil

e Cofias

e Mascarillas

e Guantes de latex

e Papel absorbente 50 x 50
e Cinta parafilm

e Jeringuilla ml

e Papel aluminio

e Cajas Petri

10.3. Manejo especifico del experimento

El proyecto de investigacion se inicia reactivando el Trichoderma spp, que se encontraba en el
laboratorio de la UTC.

10.3.1. Métodos de multiplicacion.

Para la multiplicacion, se utilizé un bisturi esterilizado para realizar un corte cuadrado en el
hongo, el cual se transfirio a otra caja Petri con una cantidad de 7,8 g de medio nutritivo. Este
método permitié generar nuevas colonias del hongo y purificar la cepa para su analisis

molecular en laboratorio (Troya & Vaca, 2014).
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Ademas, se empled una varilla de inoculacion o aza de siembra fogueado Yy esterilizado para
tomar las estructuras del hongo de la placa madre de Petri y luego transferirlo a una nueva caja
Petri con medio nutritivo. Este procedimiento tenia como objetivo obtener nuevas colonias del
hongo y purificar la cepa para su posterior analisis en laboratorio se desliza el asa sobre el agar.
Si se dispone de un aislamiento puro, se deja que el hongo esporule y luego se coloca un
pequefio fragmento o porcion del hongo sobre el bisel (Jamauca Lopez, 2023).

Por dltimo, el investigador utilizd un tercer método que se trata de una multiplicaciéon con
hisopo esterilizado para raspar el hongo de la placa madre de Petri y posteriormente transferirlo
a otra caja Petri con medio de cultivo. El propdsito de esta practica fue levantar nuevas colonias

del hongo y purificar la cepa para su posterior cultivo y analisis experimental.
10.3.2. Activacién del Trichoderma spp, nativo en cajas Petri.

1. Se van a preparar 10 cajas Petri de vidrio, donde se procedid a pesar una cantidad
de PDA (Papa Dextrosa Agar) con una cantidad de 7,8 gr para cantidad de agua
destilada de 200 ml.

2. Se procede a colocar en un envase de vidrio de 400 ml la mezcla de PDA con el
agua destilada el cual se lo agita para obtener una mezcla homogeénea a continuacion
las 10 cajas Petri de vidrio se las cubre con papel aluminio para esterilizar en la
autoclave por 35 minutos y 120 °C v 1 atmosfera de presion transcurrido el tiempo
se los deja enfriar las cajas Petri y también el medio de cultivo.

3. También se utilizé alcohol al 96% realizando la limpieza higiénica y de agentes
contaminantes de la cdmara de flujo laminar para su posterior uso.

4. Verificamos que las cajas Petri y el medio de cultivo PDA estén frias las trasladamos
a la camara de flujo laminar, también colocamos papel Parafilm aza microbioldgica,
bisturi.

5. Se coloco una cantidad promedio de PDA en cada caja Petri, el cual dejamos reposar
hasta que se solidifique.

6. Se hiso pequerios cortes de (0,5 x 0,5 cm), utilizando una hoja de bisturi en la caja
madre de Trichoderma spp, nativo y después colocamos en cada caja Petri
sembrando cada una de ellas.

7. Luego sellamos cada caja Petri con papel Parafilm para que estos no se contaminen
y a lo cual los llevamos a la incubadora con una temperatura de 27 grados

centigrados y una humedad de 50% ambiente.
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8. En el transcurso de 4 a 5 dias volvemos a realizar nuevas cajas Petri hasta obtener
Trichoderma spp, nativo purificado.

10.3.3. Aplicacion de Antibidtico

El uso adecuado de antibidticos en el cultivo de hongos benéficos, es crucial para garantizar la
pureza de las cepas y la precision en los andlisis subsecuentes, dado que inhibe el crecimiento
de bacterias contaminantes sin afectar el desarrollo del hongo, permitiendo asi la obtencion de
cultivos puros, bloqueando la sintesis de proteinas en las bacterias, lo que impide su
reproduccion y garantiza que solo el hongo beneficioso prospere en el medio de cultivo (Devi
etal., 2023).

Después de la esterilizacion, se puso gentamicina al medio de cultivo Papa Dextrosa Agar
(PDA) a una concentracion de 50 pg/mL, esto con el proposito de asegurarse de la la
eliminacion de cualquier contaminante residual, el medio de cultivo fue repartido en viales de
vidrio y re-sterilizado en una autoclave después de haber sido preparado y enfriado.
Anteriormente desinfectadas con 96% de alcohol, las muestras de Trichoderma spp. se
inocularon en bandejas de Petri que contenian el medio de cultivo que contenia Gentamicina en
una cdmara de flujo laminar. Los platos de Petri fueron sellados con papel parafilm para evitar
la contaminacion externa e incubados a 27°C con un 50% de humedad durante cinco dias. La
eficacia de la gentamicina en la purificacion de las cepas se confirmo posteriormente mediante

una observacion microscopica que confirmo la ausencia de contaminantes bacterianos.

10.3.4. Obtencion de Trichoderma spp. Nativo

1. Se empez06 verificando la calidad de Trichoderma spp, nativo en cada una de las
cajas Petri y se hace una observacion microscéopica con el uso de un cubre y porta
objetos y una cantidad de azul metileno en el cual observamos la cantidad de
desarrollo de nuestro hogo benéfico.

2. Procedemos a seleccionar las mejores cajas en las cuales el Trichoderma spp, nativo
esté ocupando todo el espacio de la caja Petri para su posterior analisis y
determinacion de género y variedad mediante el proceso de extraccion PCR y conteo

molecular masivo.
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10.3.5. Extraccion de ADN de la muestra para realizar la identificacibn molecular de
Trichoderma spp y protocolo.

Para realizar el analisis correctamente, es importante asegurarse de que el hongo benéfico no
tenga méas de 5 dias desde su siembra. Esto se debe a que el hongo no debe encontrarse en
proceso de esporulacion, ya que esta condicion puede obstaculizar o demorar la extraccion de
PCR vy el andlisis molecular masivo. Estas cajas Petri seleccionadas fueron trasladadas al
laboratorio de BIOHACK UOI, donde se realizo la identificacion molecular por meta genémica
donde se determinara la especie de Trichoderma spp, el cual se encuentra en el laboratorio de

microbiologia de la carrera de agronomia en la UTC.
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11. INTERPRETACION DE RESULTADOS Y DISCUSION
11.1. Interpretacion morfoldgica, de Trichoderma spp.

11.1.1. Observacion macroscopica de la cepa de Trichoderma, spp.

Imagen 2. Observacidén macroscopica de la cepa de Trichoderma, spp.

Elaborado por: (Tenelema Cristian, 2024).
Imagen 2.- Estructuras macroscépicas y microscopicas Trichoderma spp. A) Micelio a los 2

dias de conservacion, formacion de anillos. B) Formacién de conidioforos. C) Crecimiento en
el medio. D) Presenta una ramificacion piramidal con sus partes caracteristicas.
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Desarrollo por dias.
Crecimiento del hongo dia 2.

Basandome en los estudios de morfologia por Espinoza Castro et al. (2023), ratifico que la cepa

de Trichoderma spp, presenta crecimiento radial con presencia de micelio, e hifas hialinas

Crecimiento del hongo dia 3.

Segun los estudios de (Marchuk Larrea et al., 2024). Ratifico que mi hongo crecid y se adaptd
a medio de cultivo s6lido PDA., mostrando caracteristicas morfolégicas como un anillo
concéntrico y la pigmentacion del micelio, varian segun la especie y el medio también se

observé un estado incoloro o verde amarillento.

Crecimiento del hongo dia 6.

La temperatura utilizada en la Trichoderma spp, donde ratifico que la cepa en aislamiento
especifico puede tolerar temperaturas hasta 25°C 30°C, Esto indico que la temperatura ideal
para el crecimiento no siempre coincide con la temperatura 6ptima para la actividad antagénica,
y que existe relacion entre aislamiento, antagonismo y temperatura ratificando (Martinez et al.,
2013). Posterior a los seis dias de crecimiento, todas las colonias tomaron su color verdoso con

fialides desarrolladas con conidios, esto, debido al proceso de esporulacién (Afuya, 2010).
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11.1.2. Uso de antibiotico.

Imagen 3. Comparacién de cepas contaminadas y puras de Trichoderma spp.

Elaborado por: (Tenelema Cristian, 2024).

Cepas de Trichoderma spp para purificacion y multiplicacién, A) Trichoderma spp,
contaminado con bacterias. B) Uso de Gentamicina (antibiético), en el medio de cultivo. C)
Trichoderma spp, purificado sin presencia contaminacion.

Basandome en el estudio de Mosquera et al. (2020) aplique el antibiético ya mencionado y
ratifico que se control6 la presencia de bacterias con la incorporacion de (Gentamicina) con
dosis de 1ml por 200 ml de PDA. Esto proceso de purificacion es necesario para el analisis de
laboratorio ya que se necesita una cepa pura y con un tiempo de 2 a 3 dias para la extraccién de
ADN.
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11.1.3. Observacién microscopica de la cepa Trichoderma spp.

Para el siguiente proceso de observacion e identificacion del hongo que se cultivd en el
laboratorio de la UTC en fecha de (10/01/2024), este se incubd por 6 dias a una temperatura de
26 °C.

Tabla 3. Equipos de Laboratorio.

Equipo Marca Modelo Cantidad

Microscopio OLYMPUS CX31RBSFA 1
Elaborado por: (Tenelema Cristian, 2024).

Aplicando el siguiente proceso del hongo de Trichoderma spp, aislado y con el uso de una
varilla de inoculacion se hizo un raspado dentro de la caja Petri que seleccionamos y con el cual
contaminamos un portaobjeto y le colocamos azul de metileno y cubrimos con un cubreobjetos,
el cual se coloco en el microscopio utilizando un lente objetivo de (20x/0.40Ph1), donde

observamos y analizamos la estructura y su formacidn de crecimiento en la caja Petri.

De acuerdo al estudio de, Carrefio y Sdnchez (2020), asi como Martinez (2020) ratifico que la
Gentamicina permitié obtener un hongo purificado, donde se observo bajo microscopio la
estructura morfoldgica propios de esta especie. A su vez, demuestro que la aplicacion de
antibidtico inhibid la formacion de bacterias, donde se desarroll6 solo la cepa del Trichoderma

spp, a purificar, como indica Mosquera et al. (2020), por lo que se concuerda con los autores.

11.1.4. Identificacién morfoldgica de Trichoderma spp.

En la siguiente imagen se observa las principales estructuras de Trichoderma spp, avistados en

el microscopio.
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Imagen 4. Observacion de las partes de Trichoderma spp, en microscopio.

. Fialide
Conidios

Conidio6foro

Elaborado por: (Tenelema Cristian, 2024).

En la Tabla 3, se observa la descripcion morfoldgica de las partes de Trichoderma spp, asi como

la imagen microscopica. En esta caracterizacion se evidencid la presencia de Fialide, Conidios

y Conidio6foros.



28

Tabla 4. Caracterizacion morfologica de Trichoderma spp, revision en microscopio.

Partes
Trichoderma Descripcion morfolégica Imagen microscopica

Spp.

Morfologia: Pequefas estructuras
cilindricas o globulares.

- Dimensiones: Longitud de
Fialide . N
aproximadamente 5-10 micrémetros.
Caracteristicas: Pueden estar solas o formar

racimos en los conidioforos.

Morfologia: Son de fiorma ovalada se los
puede comparar con un huevo.

- Dimensiones: de 2-4 micrometros.
Conidios
Caracteristicas: Producidas en grandes
cantidades en conidiéforos ademas son
responsables de la dispersion de esporas.

Morfologia: Filamentos alargados vy
delgados.

Dimensiones: Longitud variable
dependiendo de la especie, tipicamente

Conidioforo | e 10-100 micrometros.

Caracteristicas: Sostiene las fialides y los
conidios, proporcionando una estructura
para la formacion y liberacion de esporas.

Elaborado por: (Tenelema Cristian, 2024)

El resultado de la caracterizacion morfoldgica de Trichoderma spp, develd que las partes de

esta son la fialide, conidios y conididforos.
Es asi que en el microscopio OLYMPUS - CX31RBSFA se observo lo siguiente:

e Fialides: Segun,(Aroca et al., 2004) se visualizo fialides individuales, con forma de matraz,
presentaron una base mas o menos cilindrica y estrechandose de manera abrupta hacia el

extremo.
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Hifas: Trichoderma spp, se ratidica la presencia de hifas septadas, divididas por tabiques
Ilamados septos, son delgadas y ramificadas, y forman una red caracteristica que se
extiende en todas direcciones de acuerdo con Leiva-Mora et al. (2023) las hifas de
Trichoderma spp, presentan la estructura separada.

Color y textura: Las hifas que se visualizaron de Trichoderma spp son hialinas
(transparentes) con ligero tinte verdoso o amarillento, son propias de esta especie y tienen
caracteristicas propias del hongo también se observé masas de micelio aéreo de textura
algodonosa (Espinoza Castro et al., 2023).

Conididforos y conidios: Se observo que emergen de las hifas y sostienen los conidios, que
son las esporas asexuales de Trichoderma spp. tiene una estructura ramificada, y ordenadas
en el micelio y se observaron formas esféricas o elipsoidales, y se miraron en cadenas a lo
largo de los conidioforosen concordancia con (Manjur & Afiya, 2010).

Conidioforos en forma de pincel: Como su nombre lo menciona, son alargados y
puntiagudos de un extremo, ademas tienen una cabeza cubierta de conidios y es muy comun
en ciertas especies del género (Leiva-Mora et al. 2023).

Micelio denso y crecimiento agresivo: Tiene un crecimiento rapido y ademas forma micelio
denso. A través del analisis se observd como un tapiz filamentoso sobre la superficie del
medio de cultivo (Manjur & Afiya, 2010).



Imagen 5. Visualizacién de (Trichoderma, spp), en el microscopio.
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De acuerdo al estudio de Savin et al. (2021) se hiso una visualizacion general para ratificar la
presencia de trichoderma spp, corroborando la presencia de caracteristicas morfoldgica de la
cepa cepa aislada donde con el uso de un microscopio compuesto del laboratorio de la UTC,
(OLYMPUS CX31RBSFA), se encontraron hifas, fidlides agrupadas en forma globulares, y
conidios elipsoides en forma de huevo, conidiéforos en forma de pincel muy alargados y un

micelio muy denso.

11.2. Interpretacion analisis molecular.

Esta identificacion a nivel de especie se realiz6 por medio de metagendémica de ampliaciones.
De esta manera se logré amplificar la region centrada ITS ITS2, para ello se empled los
praimers ITS86F: GTGAATCATCGAATCTTTGAA y ITS4R:
TCCTCCGCTTATTGATATGC.

11.3. Extraccién de ADN de la muestra

La extraccion de ADN se llevo a cabo dentro del laboratorio Biohack Uio Community Lab en
funcién a los protocolos del laboratorio, por lo que, se utiliz6 el kit comercial Wizard® SV
Genomic DNA Purification System, que estéa disefiado para tejidos, asi como células bacterianas
y fungicas, con un protocolo modificado para obtener el ADN total de la muestra tratada.

Luego de ello, se cuantific el ADN por medio de un espectrofotometro de microplacas UV/Vis
con lo que, se evaluo los parametros de calidad del ADN, A260/A280 nm y A260/A230 nm.

Los resultados que se obtuvieron dentro de este analisis mostraron que la relacion que existe
entre A260/A280 fue de 1,8 y la relacion A260/A230 de 2, siendo esto indicadores que la
concentracion de ADN se encuentro dentro de los parametros mas adecuados para la realizacion
del analisis molecular. Es asi que los valores sugieren que existe una 6ptima concentracion de
ADN con el ARN y también una baja presencia de solventes empleados en la extraccion del
material genético. Estos valores son coincidentes con el estudio de Gavilanes et al. (2021),
debido a que su estudio establece rangos dptimos de absorbancia para la evaluacién de pureza
de ADN.

Gavilanes et al. (2021), dentro de su estudio indican que la existencia de una relacion superior
a 1,6 es aceptable dentro de la pureza de ADN debido a que contaminantes estan presentes
Unicamente en trazas como fenol y proteinas. A la par, los valores que superen 2,1 sugieren la
existencia de ARN dentro de la muestra. Por ello la relacién, de A260/A280 y A260/A230
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fueron de 1,8 y 2, respectivamente, por lo que son 6ptimos, y un valor menor podria indicar

presencia de polisacaridos, asi como polifenoles.

Por todo lo antes mencionado, los resultados evaluados por medio de los parametros de calidad,
proporcionan la base solida para la determinacion de la pureza del ADN extraido. Siendo la
evaluacion de absorbancia un medio para establecer la presenta de contaminantes y garantizar

que el ADN es adecuado para anélisis posteriores.

11.4. Amplificacion de ADN

Las cepas reactivadas de Trichoderma spp, que se encontraban almacenadas en el laboratorio
de la Carrera de Agronomia fueron amplicaron por medio de secuencias internas transcritas
(ITS) por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Con esto se amplifico
regiones de los genes ribosomales, las secuencias son empleadas en los estudios taxonémicos
siendo estas las que facilitan una caracterizacion basada en variaciones tanto de tamafio como

de secuencia.
La secuenciacion se realizé mediante la tecnologia denominada Illumina, se obtuvo como

resultado archivos FASTQ demultiplexados, los cuales fueron sometidos a tratamiento
bioinforméatico mediante las librerias: dada2, biostrings y shortread, utilizadas en el programa
R. Se utiliz6 el software cutadapat para la preparacion de los datos (eliminacion de los primers
y todos sus match de las secuencias a analizar). jPara la asignacién taxonémica se utilizo la
base de datos UNITE! Especializada en taxonomia fangica (disponible en:
https://doi.org/10.15156/B10/2938067)

11.5. Secuencias Forward y Reverse

OBSERVACION: “ 17 (Lecturas Forward) y “ 2” (Lecturas Reverse). El grafico de perfil de
calidad es un mapa de calor con escala de grises de cada punto de calidad en una posicién base.
Las lineas con tonalidad verde demuestran el puntaje medio de calidad dentro cada posicion y
las lineas naranjas son los cuartiles de la distribucién del puntaje. A su vez, la linea con
tonalidad roja indica la proporcion escalada de todas las lecturas extendidas hasta esa posicion,

siendo la calidad considerada si esta es mayor a 30 puntos.

De esta manera todas las lecturas fueron de buena calidad, con lo que la linea roja mostr6 que
la parte importante de las lecturas se adaptaron a 250 NTS de longitud, lo que puede reflejar

una longitud de la region ITS amplificada en unos de los taxones de la muestra.
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Las lecturas se filtraron dentro de un error maximo de espera de dos (maxFE = 2), eliminando
las quimeras, para luego realizar la formacion de los Amplicon Sequence Variants (ASV''s) para

finalmente realizar la asignacion taxondémica con un paquete de datos que se deriva de UNITE.

Las tasas de error mostradas para cada transicion posible (A—C, A—G,...), indican con los
puntos las tasas de error observada para cada puntuacion de calidad. En este caso la linea negra
indica tasas de error estimadas luego de la convergencia del algoritmo de Machine Learning. A
su vez, la linea roja indica todas las tasas de error esperadas en funcion a la definicion nominal
del Q-score. De esta manera las tasas de error estimadas se ajustan a las tasas de observadas, y

asi estas tasas disminuyen al aumentar la calidad, siendo este resultado el esperado.

11.6. Lecturas procesadas

Total, de lecturas Lecturas que pasan el % de lecturas que pasan el control
control de calidad de calidad
369713 369713 100%

1.  Asignacion de Género:

Género % presencia de lecturas

Trichoderma 100%

2. Asignacién de Género y especie

Género/especie % presencia de lecturas

Trichoderma asperellum 100%

Se concluye la presencia de una sola cepa purificada de género especie: Trichoderma

asperellum.

De acuerdo a Matas et al.. (2022) En la investigacion para identificar una nueva especie de
Trichoderma, se cultivaron hongos en agar PDA y se caracteriz6 molecularmente mediante

extraccion de ADN y comparacion de secuencias con GeoBank. Se identific6 como
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Trichoderma asperellum, confirmando la validez del protocolo de cultivo y secuenciacion para
determinar el género y especie del hongo.

11.7. Tabla de costos

Con la informacion recopilada, asi como todos los insumos que se emplearon durante el

proyecto de investigacion, se establecieron la cantidad de materiales

Tabla 5. Costos del proyecto de investigacion.

Cajas Petri de cristal 60 2,5 150
Equipo de diseccion 1 20 20
Guantes quirdrgicos 1 4,5 4,5
Medio de cultivo PDA 1 75 75
Mechero de alcohol 1 5 5
Papel absorbente 3 2,75 8,25
Papel film sellador 1 70 70
Alcohol al 96% 1 10 10
Alcohol al 70% 1 10 10
Tijera 1 1 1
Agua destilada 2 5 10
Papel aluminio 4 2,95 11,8
Asa 0 varg:eac%% :gocula(:lon 5 20 40
Hisopos 1 2,5 2,5
Palillos 1 50 50
Plastico envolvente 1 5 5
Libreta 1 1,2 1,2
Laminas porta y cubre
otﬁ}etosy 4 0.5 2
Hojas de bisturi estéril 10 0,5 5
Frasco graduado con rosca
190 de 500! 4 10,4 416

Azul de meileno

Balanza digital 1 1 1
Refrigeradora R1-425 1 50 50
QUARZO INDURAMA
Microscopio trinocular CX31 1 200 200
Incubadora IN110 1 230 230
Autoclave semiautomatica 1 150 150
2540-30 Litros




Camara de flujo laminar mini 240 240
AURORA con base
Camara digital 20 20
Destilador de agua 53,47 53,47
WATERWISE 9000

Actividades en laboratorio Dias Ida Regreso Total
Reactivacion, purificacion y
prelacion de insumos y 45 2 2 92
materiales
Dias Desayuno Almuerzo
Alimentacion 45 2,5 2,75 115,25

Cepa de Hongo Unidad Precio Total
Trichoderma spp. 1 125 125

12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)

Los impactos que pueden ser generados en los diferentes ambitos tanto sociales, como

ambientales y econdmicos son los siguientes:
12.1. Impacto social

La cepa nativa de Trichoderma spp, obtenida en el laboratorio de la carrera de Agronomia de
la UTC, se clasificé como Trichoderma asperellum, por lo que este hongo puede ser empleado
como una alternativa en el control de plagas, siendo el principal beneficio que no causa dafios
al ambiente y salud de la poblacion.

12.2. Impacto ambiental

Los sistemas agricolas presentan problemas fitosanitarios por lo que se emplean agroquimicos
sin un control lo que ocasiona afecciones al ambiente y seres humanos. Este hecho se suscita

ante el poco conocimiento de alternativas de agentes bioldgicos como los microorganismos
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siendo estos bio controladores, por ello el uso de Trichoderma asperellum, es una alternativa
para que no existan estas afecciones y se controlen los problemas relacionados con plagas.

12.3. Impacto econémico

La utilizacion de Trichoderma asperellum, como un biocontrolador presenta una gran ventaja
para los productores, debido a que el manejo de los cultivos estaria bajo condiciones orgénicas,
con lo cual se presentan mayores oportunidades de comercializar sus productos en mercados

organicos.
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13. CONCLUSIONES

Se concluye que, si se pudo determinar las caracteristicas morfoldgicas y si se identifico
Trichoderma spp, nativa con las siguientes evidencias: pequefias estructuras cilindricas o
globulares, conidios ovalados o en forma de huevo y conidioforos con filamentos alargados y

delgados los cuales determinan la presencia de Trichoderma spp.

Mediante el anélisis de laboratorio realizado en BIOHACK UIO Community con un total de
369713 lecturas que pasaron el control de calidad, se pudo identificar molecularmente que la
cepa de hongo pertenece al Género y especie de Trichoderma asperellum vy ratifico que el

proceso funciono como se esperaba.

Se elabor6 una tabla de costos del proyecto de investigacion para reactivacion y purificacion
asi también para la identificacion molecular en el laboratorio de (Biohack UIO Community
Lab). En donde, se nota un presupuesto muy elevado el cual no puede ser costeado por un
agricultor pequefio ya que los presupuestos de estudio no son asequibles.

14. RECOMENDACIONES

Estandarizar el protocolo de purificacion segun el laboratorio que se utilice o el suelo donde se
haga el estudio realizado en la presente investigacion con lo cual se cuenta con una herramienta

normada dentro del laboratorio para obtener cultivos de hongos libres de contaminacion.

Realizar mas investigaciones de campo utilizando el hongo Trichoderma asperullum que

tenemos en el laboratorio de microbiologia de la carrera de agronomia de la UTC.

Con base en los costos de proyecto, se recomienda que se investiguen métodos mas econémicos
para la realizacion de la activacion, purificacion y andlisis de identificacion de Trichoderma
spp, ya que con ello puede ser aplicado en estudios tanto locales como nacionales contribuyendo

a mejorar el conocimiento de futuros profesionales y también en el campo agricola.
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