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RESUMEN.

Trichoderma es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se encuentra de
manera natural en un nimero importante de suelos agricolas y otros tipos de
medios como la madera decadente. El estudio se realiz6 con el objetivo de
identificar las cepas de este hongo presentes en muestras de suelos
agricolas de diferentes localidades del Ecuador por métodos morfoldgicos y
moleculares. La propagacion de los aislados una vez purificados se realizd
en los medios de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) y agar bajo en
nutrientes (SNA), a una temperatura entre 25 - 28°C. Se procedio a la
medicion de la tasa de crecimiento de los aislamientos puros y por medio de
tincion con azul de metileno se determind la diferenciacién de especies de
Trichoderma, incluyendo la caracteristicas de la cepa como tamafio de
estructuras (conidias, fidlides, clamidosporos y ramificacion de los
conidiéforos). Asimismo, se usaron técnicas moleculares que incluyeron el
analisis del ADN ribosomal (ADNr), revelando diferencias relevantes en la
region del ITS1 (espaciador transcrito interno 1) entre las cepas analizadas.
Se utilizaron los iniciadores ITSx, ITSy, y el producto de PCR fue cortado con
la enzima Mbol, evidenciando la presencia de dos secciones del hongo
(Pachybasium y Trichoderma) entre las cepas estudiadas. De igual manera,
se utilizaron los iniciadores universales L45, L15/AS19 y AS15inv para la
técnica UP-PCR. Los andlisis fenotipicos (crecimiento y morfologia)

evidenciaron caracteristicas distinguibles entre las cepas de Trichoderma



I

indicando la presencia de dos especies T. harzianum y T. viride. Los andlisis
moleculares concordaron con las clasificaciéon de los analisis fenotipicas y
ademas se determino que las cepas pertenecientes a T. harzianum y T. viride

corresponden a las secciones Pachybasium y Trichoderma, respectivamente.
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INTRODUCCION.

El empleo de biocontroladores, bioinsumos y otras técnicas y productos que
incluyen elementos bioldgicos no convencionales para el control fitosanitario,
van ganando terreno a nivel mundial debido a su impacto beneficioso sobre
el ambiente y el hombre (Pérez, 2006). Sin embargo, a pesar de su
importancia, poco se ha hecho en el Ecuador para introducir y desarrollar

estas técnicas.

Los fenbmenos de antagonismo microbiano existen en la naturaleza, por lo
que para poder desarrollar el uso efectivo de ese antagonismo se debe
identificar las cepas con mayor eficacia en su actividad biologica. El
desarrollo actual de la biologia molecular y la biotecnologia permiten
disponer de herramientas que garantizan una correcta identificacién y

caracterizacion de los microorganismos, su mejoramiento genético si fuera



necesario y las mejores vias para su produccién masiva, favoreciendo asi el

aprovechamiento de estos recursos que existen en la naturaleza misma.

Entre los biocontroladores que mas se utilizan en el ambito internacional se
encuentran diferentes especies del género Trichoderma, que se caracterizan
por su eficacia como biocontroladores y antagonistas naturales de
fitopatdgenos de suelo. Entre las diferententes propiedades de Trichoderma
que lo hacen eficiente para el biocontrol estd su capacidad reproductiva,
plasticidad ecologica, efecto estimulante sobre las plantas y actividad
inductora de resistencia sistémica a diferentes patdégenos (Montero et al

2005; Infante el al, 2009).

Los diversos mecanismos de accion de Trichoderma spp.; que incluyen
competencia por el sustrato, micoparasitismo, antibiosis, desactivacion de
enzimas del patdgeno y resistencia inducida, entre otros; contribuyen al éxito
de este controlador biologico, cuyo rango de hospedantes incluye numerosos
fitopatbgenos de importancia econdmica, tales como: Fusarium oxysporum f.
sp. cubense, F. roseum, F. moniliforme, F. subglutinans, Rosellinnia borodes,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Botrytis cinerea, Sclerotinia spp.,
Pythium spp. Phytophthora spp., y Alternaria spp., entre otros (Ezziyyani,

2004, Fernandez 2009, Siddiquee 2009).

Otros de los aspectos de interés relacionados con las especies de

Trichoderma spp., es su potencialidad para la biorremediacion debido a su



capacidad de degradar organoclorados, clorofenoles y otros plaguicidas
como Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT), endosulfan,
pentacloronitrobenceno, aldrin y dieldrin, trifluralin y glifosato (Esposito y Da
Silva, 1998). Adicionalmente, algunas especies de Trichoderma son
utilizadas para degradar diferentes fuentes de residuos celulésicos y
lignocelulésicos procedentes de la industria papelera (Durand et al. 1988,
Kubicek et al. 1993, Weil et al. 1994, Mokeev et al. 1998, Itdvaara et al. 1999,
van Wyk 1999, Schulein 2000, Szengyel et al. 2000, van Wyk 2001a,b,
Zaldivar et al. 2001, Olsson et al. 2003, van Wyk y Mohulatsi 2003, Peciulyté

2007).

Se han identificado diferentes especies con capacidad biocontroladora, como
Trichoderma harzianum (la mas empleada en la actualidad), T. atroviride, T.
asperellum, T. longibrachiatum y T. viride, entre otras (Hermosa et al. 2000).
Sin embargo, la complejidad morfolégica de las especies que conforman este
género ha dificultado su correcta identificacion durante afios (Samuels 2006).
En la actualidad, el uso de métodos moleculares ofrece nuevas posibilidades,
facilitando su identificacion y diferenciacion, para garantizar su mejor uso en

la agricultura.

La inocuidad de los productos agricolas y alimentos en general constituye
una de las tendencias de los mercados mundiales en la actualidad. En
particular, la ausencia de residuos de agroquimicos constituye una de las

exigencias mas importantes. Por lo tanto, el uso de este microorganismo



antagonista que combate o inhibe hongos patégenos del suelo, representa
una excelente alternativa de control biolégico dentro de la agricultura de
nuestro pais, contribuyendo no solo al incremento de practicas amigables
con el ambiente, sino a facilitar el cumplimiento de de las regulaciones de

mercados internacionales que cada vez solicitan este tipo de productos.

De acuerdo a los antecedentes arriba descritos, la hipGtesis de esta

investigacion es la siguiente:

Se puede identificar Trichoderma a nivel de especie por métodos fenotipicos

y moleculares.

El objetivo general de este estudio es el siguiente:

Aislar e identificar fenotipica y molecularmente especies de Trichoderma en

diferentes localidades de produccion agricola en el Ecuador.

Objetivos Especificos:

e Aislar cepas de Trichoderma de diferentes suelos y sustratos de uso

agricola.

e Caracterizar e identificar fenotipicamente los aislados de Trichoderma

a nivel de especies.



Caracterizar e identificar molecularmente mediante la técnica PCR-

RFLP de la region ITS1-ADNr las cepas de Trichoderma.

Caracterizar e identificar molecularmente mediante la técnica de UP-

PCR las cepas de Trichoderma.



CAPITULO 1.

Trichoderma spp.

Trichoderma es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se
encuentra de manera natural en un numero importante de suelos
agricolas y otros tipos de medios tales como madera decadente. Este
hongo se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, y se presenta
en diferentes de zonas y habitats, especialmente en aquellos que
contienen materia organica o desechos vegetales en descomposicion,
asi mismo en residuos de cultivos, especialmente en aquellos que son
atacados por otros hongos. Su desarrollo se ve favorecido por la

presencia de altas densidades de raices, las cuales son colonizadas



rapidamente por estos microorganismos. Esta capacidad de adaptacion
a diversas condiciones medioambientales y sustratos confiere a
Trichoderma la posibilidad de ser utilizado en diferentes suelos, cultivos,

climas y procesos tecnolégicos (Harnam 1998).

Las cepas de Trichoderma identificadas como agentes antagonistas
presentan mdultiples mecanismos de accion. Por ejemplo: (i) ejercen
biocontrol indirectamente contra cualquier fitopatdgeno compitiendo por
nutrientes y espacio, al mismo tiempo que modifican las condiciones
ambientales, (ii) promueven el crecimiento de la planta y su sistema
defensivo (antibiosis) en la cual el hongo es capaz de emitir sustancias
que ayudan a las plantas a mantener este sistema; o directamente,
pueden efectuar micoparasitismo. Estos dos mecanismos pueden
actuar coordinadamente y su importancia en el biocontrol depende de la

cepa (Benitez 2004).

1.1. Importancia.

De los hongos no patogénicos del suelo posiblemente es el mas
estudiado, por su antagonismo con otros hongos, incluyendo

patégenos propios del suelo y patdgenos foliares (Kubicek,



1998), gracias a su capacidad de producir enzimas quitinoliticas
y glucanasas que le permiten degradar las paredes celulares de

otros hongos (Soglio, 1998).

Uno de los principales beneficios para la agricultura es el
antagonismo hacia patdégenos de las plantas, es decir, produce
secreciones enzimaticos toxicas extracelulares que causan la
desintegracion del fitopatdégeno y por ende su muerte, a esto se
lo denomina micoparasitismo, (Villegas 2005), adicionalmente
estos compuestos también actian en la degradacion de las
paredes celulares de las estructuras de los hongos patégenos, lo
cual consiste en el inicio de la depredacion, mediante la
penetracion directa del hongo a través de sus hifas, ademas
dentro de los beneficios de Trichoderma es la gran capacidad de
adaptacion y gran desarrollo en el suelo, lo cual le permite

competir eficientemente por oxigeno, nutrientes y espacio.

Las enfermedades producidas por fitopatdbgenos, tales como
nematodos, bacterias u hongos, constituyen generalmente la
mayor causa de pérdidas en la produccion agricola (Benitez et

al., 2004). Dentro de éstos, los hongos comprenden uno de los



principales grupos, tanto por su diversidad como por las pérdidas
gue ocasionan a nivel econémico (Benitez et al., 1998). La
persistencia de varias especies de hongos fitopatdgenos tales
como Phithyum sp; Phytophthora; Botrytis; Sclerotinia
sclerotiorum; Rhizoctonia solani y Fusarium, ha aumentado
durante los ultimos afios debido a los cambios que se han
presentado en las practicas agricolas; principalmente por el uso
indiscriminado de agroquimicos, por la contaminacion que se
origina a causa de su empleo, con efectos perjudiciales no solo a
los cultivos de importancia econdmica sino sobre los demas
organismos, a través de la adquisicion de resistencia a las
estrategias desarrolladas en los udltimos afios para su control

(Benitez et al., 1998).

Existe un gran nimero de factores biolégicos y ambientales que
dominan las interacciones entre el hongo patégeno y el
antagonista, afectando al control bioldgico de la enfermedad.
Uno de los factores ambientales de mayor importancia, en la
interaccion patdégeno-antagonista, es la temperatura. La actividad
antagonista de Trichoderma puede variar con la temperatura

(Tronsmo y Dennis, 1978; Kohl y Schldser, 1989).



1.2.

La sintesis y la actividad de los antibidticos producidos por
Trichoderma y la colonizacion de la rizosfera por alguna especie
de Trichoderma, como es el caso de T. harzianum (Ahmad y
Baker, 1987), se ve afectada por la temperatura. Podemos
encontrar diferencias en la temperatura 6ptima de crecimiento de
Trichoderma (Domsch et al.,, 1980), aunque a juzgar por
multiples estudios realizados en laboratorio ésta se encuentra
principalmente en el rango de 25°C - 30°C (Klein y Eveleigh ,

1998).

Taxonomia.

Trichoderma fue descrito en primera instancia por Person en
1974, como Trichoderma spp. Sin embargo, dej6é un problema de
una caracterizacion morfologica exacta; hasta los sesenta todas
las cepas fueron identificadas como T. viride, como fue
propuesto por Bisby en 1939 con el concepto de una sola

especie.

En contraste T. viride es una especie raramente encontrada, asi

gue la mayor parte de las cepas en los primeros estudios

10



realizados, pertenecieron a otras taxas y por la tanto habia mala

interpretacion.

En 1969 Rifai realizé una revision sisteméatica de Trichoderma en
su tesis incluyendo también algunas especies de Hypocrea en
sus condiciones morfolégicas y desarrollo el concepto de
especies “agregadas”. Rifai (1969) identificO nueve especies
agregadas, coincidiendo en que algunas de las cepas contenian
mas de una sola especie que morfolégicamente no eran
distinguibles. Este concepto incluye caracteres morfoldégicos mas
precisos, dando la pauta para una descripcibn mas exacta de la

especie de Trichoderma por cerca de 15 afios.

Los estudios mas detallados en cuanto a morfologia de los
anamorfismos fueron realizados por Bissett (1984, 1991, 1992),
quien ahora distingue cerca de 21 especies en la seccion
Pachybasium y siete en la seccién Longibrachiatum, mientras
que las demés secciones todavia no se ha comparado. Tales
estudios demuestran que la delimitacion biologica de las
especies en este género solo con argumentos morfolégicos es

extremadamente compleja (Kubicek, C. et al, 1998).
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1.2.

Secciones de Trichoderma.

En los ochenta y comienzo de los noventa Bissett (1991) y Gams
(1998) revisaron las especies agregadas siguiendo el concepto
de Rifai, con la adicibn de mas caracteres morfolégicos y la
inclusiébn de una nueva especie que se creyd que previamente
pertenecia a Gliocladium. Bissett trabajé al final con muchas

taxas definidas divididas en de cinco secciones (Bissett, 1991).

e Seccion Longibrachiatum.
e Seccion Saturnisporum.

e Seccién Pachybasium.

e Seccion Hypocreanum

e Seccidn Trichoderma.

Dentro de los grandes avances que se realizaron en la
identificacion de las especies de este hongo benéfico se
encuentran en el uso de métodos moleculares en donde las
secuencias de ADN dieron la pauta de caracteristicas de las

secciones (Kubicek et al., 2003; Samuels, 1996).
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Clasificacion basada en las
Caracteristicas Morfolégicas
Bisset 1984, 1991a

T. logibrachiatum
Svn. T. Ressie

T. citrinoviride —

T. parceramosum

H. shweinitzii ~
anamorfismo

T.

saturnisnorum

ahanense

T. hamatum

T. harzianum

T. polysporum
T. virens

T. piluliferum_— B

T. viride

T. koningii
T. atroviride
T. auroviride

H. rufa
anamorfismo

Clasificacion Basada en los Datos
Macromoleculares Isoencimas. DNA.

T. longibrachiatum/
H. schweinitzii A

Seccion Longibrachiatum T. ressei/ H. jercorina

T. citroviride/

H. schweinitzii

T. pseudokoningii / H.

schweinitzii C

T. parceramosum = T. todica =
T. ghanense H.
schweinitzii D
schweinitzii E

Seccion Saturnisporum T.
saturnisnorum

T. hamatum A
— T harzianumA
Seccién Pachybasium T polysporum
k H. pilulifera

H. ceramica

T. viride / H.

rufa

T. koningii / H. muroiona
Seccion Trichoderma T. atroviride

T. hamatum B

T. harzianum B

H. patella

Figura 1. Comparacion de la clasificaciéon del género de Trichoderma de
acuerdo a la isoenzima y datos de ADN con la morfologia basada en la
taxonomia propuesta por Bissett (1984, 1991 a-c).
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Mecanismos de Accién.

Dentro de los mecanismos que utliza Trichoderma para
contrarrestar a otros microorganismos se pueden mencionar a
tres como son: antibiosis, micoparasitismo y competicion por

recursos.

1.4.1. Antibiosis.-

Est4 es definida como una inhibicién del crecimiento de
un microorganismo por otro como resultado de una
difusién de un antibiético. La produccion de antibioticos es
muy comun entre las bacterias y hongos en el suelo; de
hecho muchos de estos, usados como antibiéticos en la
medicina (e.g. estreptomicina), son secretados por
microorganismos del suelo. La produccion de antibiéticos
parece importante para la  supervivencia de
microorganismos debido a que de esta manera eliminan
de la competencia microbiana por los recursos y
alimentos, los cuales son usualmente limitados en el

suelo. (Velusamy et al., 2006).
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Desafortunadamente a menudo existe una pequeia
correlacién entre la habilidad de un microorganismo que
inhibe el crecimiento de un patdégeno en una caja petri,
ya que estos son eficaces en la supresion de la
enfermedad en campo. Usualmente, un gran nimero de
microorganismos son probados dentro de bioensayos
en plantas por su habilidad de suprimir enfermedades y
estas son efectivas y para los mecanismos que resultan
efectivos se realizan estudios para detectar el

mecanismo de accion. (Vinale et al., 2006).

1.4.2. Micoparasitismo.

Otro mecanismo de accion que posee este hongo
benéfico es precisamente el micoparasitismo. Este se
refiere al parasitismo de un hongo patogénico por otros
microorganismos. El cual involucra el contacto directo de
ambos hongos, dando como resultado la muerte del
patégeno y la adsorcién de nutrientes por el benéfico. La
microscopia electronica ha estado aportando datos sobre
este micoparasitismo permitiéendonos ahondar mas en

este tipo de mecanismo, donde las hifas envuelven al
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patogeno, de donde los microparasitos producen enzimas
gue degradan las paredes celulares las cuales le permiten
extraer nutrientes para su propio crecimiento (Inbar y
Chet, 1992). Muchos son llamados micoparasitos también
producen antibidticos el cual puede primero debilitar al

hongo parasitandolo.

1.4.3. Competicion por recursos.

Los microorganismos compiten entre ellos por carbono,
nitrégeno, oxigeno, hierro y otros nutrientes. La
competencia nutricional es la manera por la cual un
microorganismo limita a otro, pero demostrar que esto
constituye la causa o el origen del control es todo un reto
(Jacobs y Gray, 2003). Ocasionalmente el objetivo
principal de la competicidn es conocido; por ejemplo, en la
mayoria de los habitats del suelo, la competicion
microbiana por las formas solubles de hierro es fuerte.
Algunos hongos y bacterias producen muchas moléculas
grandes llamadas Siderdsporos, quienes son eficientes en
kelatisar hierro. Las cepas individuales pueden tener su

propio siderésporo y receptores particulares que puedan
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1.5.

atar al hierro (Fe3®), de tal manera que el hierro se
convierta en inaccesible para otro organismo incluyendo
al patogeno. En algunos casos la produccion de
siderosporos y la adquisicion de hierro, es el mecanismo
mediante el cual actian los agentes biocontroladores de

enfermedades de las plantas (Benitez et al., 2004).

Usos del Hongo.

La investigacion en el biocontrol de enfermedades ayuda a un
rapido entendimiento de los diversos mecanismos de biocontrol,
por medio de estos conocimientos muchos productos a base de
biocontroladores son de uso practico y ampliamente utilizado
para el control de enfermedades en las plantas. El uso intensivo
de biocontroladores, podria desarrollar un sistema fangico en el
suelo, donde se desarrollan cultivos intensivos, estos pueden
efectuar su trabajo sin crear dependencia, ademas de evitar un
continuo riesgo de exposicion mediante la aplicacion de

fungicidas (Paulitz y Belanger, 2001).

Como consecuencia, muchos fungicidas comerciales no son

aplicados con lo cual se ha creado una demanda alternativa
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mediante el uso de microorganismos. Teniendo en cuenta que
estos poseen con una capa fangica en el suelo, los parametros,
tales como temperatura y humedad podrian ser estrictamente
revisados permitiendo usualmente el uso de menos inoculo para
el tratamiento de enfermedades. Ademas los controles biolégicos
de las enfermedades mediante hongos benéficos, es un nicho
anico y una alternativa atractiva frente a los agroquimicos para el

control de enfermedades (Paulitz y Bellanger, 2001).

Es grande el interés por el efecto causado de los
biocontroladores en la reduccion de enfermedades de las plantas
causadas por hongos patdgenos del suelo y foliar. Cerca del
70% de enfermedades post cosecha son causado por hongos
(Deacon, 1997). Ejemplos notorios son las especies
pertenecientes al género Rhizoctonia, Botrytis, Phytophthora,
Pythium, Sclerotinia y Fusarium. La mayor parte de las
formulaciones de los productos disponibles en el comercio para
un biocontrol contra hongos patdgenos de las plantas contienen
bacterias Pseudomonas y Bacillus u hongos pertenecientes al
género Trichoderma (Paulitz y Bellanger, 2001). La regulacion
para los biopesticidas ha mejorado, lo que ha ayudado y

acelerado el proceso de registro. En los ultimos afios ha habido
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1.6.

una proliferacién de las compaiiias interesadas en traer nuevos

productos de biocontrol al mercado.

Trichoderma en el control bioldgico.

En los dltimos afios el uso microorganismos como
biocontroladores comenzaba a ser més interesante y factible
para los productores. Ademas se ofrece una alternativa frente a
los fungicidas de origen quimico, los cuales crean una
dependencia llevandolo a la afectacion de la vida microbiana
presente en el suelo tanto benéficos como patdgenos
contribuyendo a la contaminacion ambiental. La investigacion por
encontrar una especie de hongo capaz de controlar hongos
patdégenos presentes en el suelo que afectan a los cultivos,
llevaron rapidamente a la especie Trichoderma, cuyas ventajas
para controlar las enfermedades se conocian desde los afios

treinta (Weinding, 1934).

Dentro de este dmbito existen productos para el biocontrol que
no son fiables, dando en muchos casos que el uso de quimicos
siga siendo una opcién para el control de enfermedades de los
cultivares. En el desarrollo de agentes de biocontrol que pueden

competir con sus contrapartes quimicos, los estudios enfocados
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en obtener un conocimiento mas amplio sobre estos
biocontroladores sobre los mecanismos de accidn que estos
llevan a cabo para el control y los eventos bioquimicos el cual
determinan las interacciones antagoénicas frente a un patdégeno
(Prabavathy et al., 2006; Harman et al., 2004; Donzelli y Harman,

2001; Inbar y Chet, 1995; Lorito et al., 1996).

La caracterizacion e identificacion de proteinas implicadas dentro
del micoparasitismo y su regulacion ofrece estrategias para la
confiabilidad de Trichoderma en el control de patégenos. Dentro
de las especies de este hongo benéfico que han sido estudiadas
por su capacidad controladora se menciona a las especies T.
harzianum, T. atroviride y T. asperellum, las cuales parecen

particularmente convincentes para el uso como biocontroladores.

Las especies de Trichoderma han logrado adaptarse a todas las
clases de habitats y climas, haciendo de ellos unos de los
hongos mas versatiles del mundo. El rol de una sobrepoblacién
dominante dentro del sistema microbiano del suelo, podria ser
probablemente el por qué este hongo posee una capacidad de

adaptacion metabdlica flexible lo que le confiere su naturaleza
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competitiva y agresiva (Samuels, 1996; Klein y Eveleigh, 1998).

Todas las especies de Trichoderma, demuestran tasas de
crecimiento rapidas y producen altos numeros de conidios, que
le permiten una dispersion extensa. Para muchas especies de
Trichoderma solo se conoce su estado asexual (anamorfismo),
por lo tanto se las clasifica dentro del grupo de hongos
imperfectos. Con las herramientas moleculares el nimero de
teleomorfismos Hypocrea ha ido en aumento (Gams y Bissett,
1998). La descripcién de Trichoderma/Hypocrea es complicado
debido a la falta de un gran nimero de caracteres morfoldgicos,
pero los marcadores filogenéticos facilitan la identificacion de las

especies conocidas (Druzhinina y Kubicek, 2005).

Trichoderma es capaz de ejercer un efecto antagonista sobre
otros hongos patégenos, a través de diferentes medios como son
la antibiosis, el micoparasitismo y la competencia por espacios y
nutrientes. Pero Trichoderma no siempre actia sobre hongos
patdgenos del suelo, por ejemplo T. aggressivum, ataca a
hongos de cultivos comerciales como Agaricus y Pleurotus, en
este caso es considerado un patdgeno (Seaby, 1998). La

habilidad de Trichoderma de metabolizar incluso complejos
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carbohidratos, hicieron que fueran atractivos para la industria con
el proposito de obtener produccion de celulosa y hemicelulosa
por T. reesei/H. jecorina (Kubicek y Penttila, 1998), o en el sector
industrial emergente en la obtencion de combustible como Bio-

etanol o Bio-etano (Li et al., 2007).
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CAPITULO 2

2. CARACTERIZACION DE Trichoderma.
2.1. Fenotipicas.

Los diferentes caracteres utiles en la diferenciaciébn de especies
de Trichoderma, pueden ser, la caracteristica de la cepa o
colonia, tasas de crecimiento de la cepa, produccion de conidia,
pigmentos, olor, ramificacion de los conidiosporos. Algunas
especies crecen con caracteristicas morfolégicas no distinguibles
entre colonias, por lo tanto no es sencillo describirlos
suficientemente a todos. Diferentes especies poseen diferentes
rangos de crecimiento, y son también distinguibles por la

produccion de conidiosporos (Bissett 1991a, b; Samuels et al.,



2006). Algunos producen conidias desde la produccion de
conidiosporas y algunas cepas producen conidiosporas desde las

pustulas.

Algunas especies pueden ser descritas por las caracteristicas de
pigmentacibn, como son las <cepas de la Seccion
Longibrachiatum, que puede producir una pigmentacion verde
amarillenta en su primer aislamiento. Otros presentan un color
rojizo o la carencia total de pigmentacion. La caracteristica de un
olor aromatico semejante a coco, producidas comunmente por
cepas de Trichoderma viride, y a veces por Trichoderma atroviride

(Bissett 1991; Samuels et al., 2006).

La ramificacion de los conidi6foros y la agregacion de estos,
dentro de fasciculos o pustulas son utiles para la identificacion de
aislamientos de Trichoderma dentro de secciones y especies.
(Subcomision Internacional de la Taxonomia de Trichoderma e

Hypocrea., http://www.isth.info/morphology.php).
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La asignacién de Trichoderma a una especie 0 a una seccion se
basa en su patrén de ramificacion de las conidiéforas dentro de
las pustulas. Las cepas de la seccion Pachybasium poseen
caracteristicas de pustulas compactos. Usualmente muestran una
ramificacion conidiéfora absolutamente regular con amplias ramas
0 brazos fluctuosos y derechos. Algunas cepas de la seccion
Pachybasium muestran una caracteristica de conidiéforos apical,
terminando en un alargamiento recto o en espiral. (Samuels et al.,
2006). La forma de fidlide es caracteristica de cada seccion. En el

caso de la seccién Pachybasium cortas y redondeadas.

Las fialides de la seccion Longibrachiatum muestran un
alargamiento y formas cilindricas. Las fialides de la mayoria de
las especies termina en una elongacion alargada y estrecha.
Ciertas cepas de la seccién Longibrachiatum poseen unos
supuestos afanofialides, (Gams, 1971), esta es una célula
subterminal que producen conidias a través de un cuello lateral
corto. La variacion en la dimensién de las conidias no es muy
extensa, pero el observador puede apreciar los diferentes niveles
de tamafo. La superficie y la forma de las conidias es lisa (clave
de T. viride), o globulosa, elipsoidal a ovoidal o corto cilindrico.

En el extremo final también la pigmentacién de las conidias
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puede ser caracteristica de ciertas especies, asi como la
variacion de diferentes tonos de verde o mas raramente gris o
marron. Las caracteristicas obtenidas de la frecuente presencia
de clamidoporas usualmente no ayuda mucho en la distincion de
niveles de especies e inclusive son las caracteristicas menos

usadas por las hifas vegetativas (Bissett 1991).

No obstante, cuidadosas observaciones morfolégicas a menudo
son suficientes para la identificacién de especies de Trichoderma,
por lo menos hasta el punto de taxas, las cuales se han
distinguido adecuadamente en cuanto a morfologia y se hayan
descrito en la literatura existente. La identificacion basada en
caracteres morfoldgicos sigue siendo el método primario para la
identificacion y verificacion de la especie en Trichoderma

(Samuels. et al 2000).

La mayoria de las cepas de Trichoderma no pasan por un estado
sexual, por el contrario producen solamente esporas asexuales.
Sin embargo se conoce de algunas cepas que pasan por un
estado sexual, pero estas no son consideradas entre las cepas

utilizadas dentro del biocontrol. Cuando la etapa sexual se realza
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se la encuentra dentro de los Ascomicetos en el genero Hypocrea

(Samuels G. 2000).

2.1.4. Moleculares.

A pesar de la importancia de Trichoderma en el biocontrol y
aplicaciones biotecnoldgicas, las especies individuales del género
son pobremente definidas y clasificadas, debido a que el nivel de
especies es dificil de determinar. Aunque el género de
Trichoderma es facilmente reconocido y ha sido ampliamente
estudiado (Bissett, 1984, 1991, Rifai, 1969), ha sido dificil definir
confiablemente las especies debido a la falta evidente de

caracteres morfoldgicos.

La herramienta molecular tuvo en la secuencia de ADN su gran
repunte en los noventa, dando un gran nimero de variedades y
caracteristicas aplicables para la descripcién de la taxa y su
filogenia (Kubicek et al., 2003; Samuels, 1996). Las secciones
descritas por Bissett fueron revisadas pero en general estas

fueron confirmadas.
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Perfiles moleculares de PCR-RFLP (Reaccién de la Cadena
Polimerasa — Longitud de los Fragmentos de Restriccion
Polimorficos) y analisis de la secuencia de los espaciadores
internos transcritos (ITS). Las regiones de ADNr son muy
utilizados, establecen diferencias que hacen posible la distincion
entre secciones de especies de Trichoderma, utilizando una

enzima de restriccion (Mbol) Bissett (1984 — 1991)

Los analisis fueron basados en el marcador molecular
denominado RAPD (Amplificacién Polimorfica al Azar del ADN),
por la secuencia de analisis del espacio transcriptor interno ITS 1
y 2 del ADNr y por andlisis fisiolégico, dando potenciales
Teleomorfismos (Hypocrea spp.), (Kullnig-Gradinger et al.,

2002; Wuczkowski et al., 2003).

Al final 89 taxas fueron descritas, 14 holomorfismos, 49
teleomorfismos y 25 anamorfismos. La seccién Saturnisporum fue
integrada a la seccién monofilética Longibrachiatum incluyendo 10
taxas. Longibrachiatum representa una seccion absolutamente
pequefia que estan localizados filogenéticamente distante de las
otras secciones. El analisis de la secuencia de diferentes genes

confirmaron que la seccion Pachybasium es parafilética, llevando

28



a una subdivision en dos clades, Pachybacium A y Pachybacium
B. Pocas taxas pertenecen a la clade Pachybasium A, son
relativamente mas cercanas a la seccién Trichoderma, estando
ahora como clade en esta seccion. La clade Pachybasium B
comprende muchas taxas, casi todas las taxas descritas por
Bissett para la seccién Pachybasium permanecian a esta seccion.
Hasta ahora el nombre de una de las clades no a cambiado,
llevando facilmente a una confusion. (Samuels, 2005; Druzhinia

y Kubicek, 2005).

Trabajos continuos, dentro de la descripcion morfoldgica y la
investigacion conveniente de los genes aplicables a las
consideraciones filogenéticas llevaron a la division actual de
Trichoderma/Hypocrea spp., dentro de 13 clades/secciones y
una revision adicional de las especies agregadas Trichoderma

y T. koningii, (Samuels et al. 2006).

El polimorfismo amplificado al azar del ADN (RAPD), como el
método de PCR-*huella genética”, la PCR con Cebadores
Universales (UP-PCR) (Bulat et al., 1994), es una herramienta util

para la agrupacion y caracterizacion para el estudio de la relaciéon
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genética (Bulat y Mironenko, 1996, Bulat et al., 1998; Liubeck et

al., 1998,1999).

La ventaja de UP-PCR, comparada con la técnica tradicional de
RAPD (Williams et al., 1990), radica en la capacidad de generar
patrones de bandas més complejas y un alto nivel de
reproductibilidad (Bulat et al., 1998; Lubbeck et al.,, 1999). La
diferencia principal entre UP-PCR y RAPD es el uso de
Cebadores Universales los cuales son relativamente largos (15 —
18 pb), y disefiado para una huella genética para cualquier
organismo a una alta temperatura de alineamiento (Bulat et al.,
1998). Los cebadores UP buscan preliminarmente &reas mas
variables del genoma y por esta razébn el método es
especialmente conveniente para la deteccion de variacién

intraespecifica.
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CAPITULO 3

3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Toma de muestras.

El estudio se realiz6 a partir de 20 muestras recolectadas en
diferentes localidades (Tabla 3.1). Muestras de suelo fueron
obtenidas aplicando muestreo dirigido en nueve fincas de la
provincia del Guayas, cada una con diferentes sistemas de
produccién y cultivos (los sistemas de produccién, organico y
convencional, y el tipo de cultivo se indican en la Tabla 3.1). Asi
mismo, se obtuvieron muestras a partir de sustrato de una
Champiiionera ubicada en el Valle de los Chillos, Quito Provincia

del Pichincha. Ademas, se realiz6 el estudio de 10 cepas aisladas



de suelo agricola pertenecientes al cepario de la Escuela Superior
Politécnica del Chimborazo ubicada en Riobamba (Rosa Castro
Laboratorio de Fitopatologia ESPOCH), y de una cepa aislada

perteneciente al cepario de INIAP Boliche.
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Tabla 3.1. Codificacién y ubicacion de los aislamientos.

Ubicacioén Tipo de Muestra  Tipo de Cultivo Localizacion Cédigo
o . Cultivo de 02°20°16” S
Daular, Provincia del Suelo Arcilloso platano organico 80°091'9,45" O Tl
Guayas
. . . Cultivo de Noni 1° 50" 0.00" S
SalltreéProvm(:la del Suelo Arcilloso organico 79° 48' 0.00" O T2
uayas
Cultivo de o 4 "
Bucay, Provincia del Suelo Franco banano orito 20 12. 0'00..8 T3
. 79°10'0.00" O
Guayas convencional
Balao. Provincia del Suelo Franco Cultivo d'e_ 2°55',25,64”"S T4
’Gua arenoso banano orgéanico 79°48°48,05" O
yas
Valle de los Chillos, Cultivo de . »
Provincia de Sustrato hongos 0°20 .11’96 ,,S T5
S h 78°24°22,40” O
Pichincha comestibles
Naranijito, Provincia SUEI.O Franco Ctgjellt;v;nge 02005,’59’16” S T6
y Limoso . 79°25°02,04” O
del Guayas convencional
Naranjal, Provincia Suelo Franco Cultivo qe_ 2"039';39,57” S T7
del Guayas arenoso banano organico 79°78°40,44 O
Balao Provincia del Suelo Franco Cultivo ghe_ cacao 2"055"20,64””8 T8
Guayas arenoso organico 79°48°47,05” O
Balao, Provincia del Corteza de arbol Cultivo organico 2"055"20,64””8 To
Guayas de cacao de cacao 79°48°47,05” O
Yaguachi, Provincia Cepario INIAP- E.E. INIAP Boliche Km 26 Via T10
. Duran Tambo
del Guayas Boliiche
Panamericana Sur Km 1 %2 Escuela
Riobamba, Provincia Cepario ESPOCH  Cultivo de Papa de Ingenieria Agronémica Lab. T11
de Chimborazo Fitopatologia
Panamericana Sur Km 1 %2 Escuela
Riobamba, Provincia Cepario ESPOCH  Cultivo de Papa de Ingenieria Agronémica Lab. T12
de Chimborazo Fitopatologia
Panamericana Sur Km 1 %2 Escuela
Riobamba, Provincia Cepario ESPOCH  Cultivo de Papa de Ingenieria Agronémica Lab. T13
de Chimborazo Fitopatologia
Panamericana Sur Km 1 %2 Escuela
Riobamba, Provincia Cepario ESPOCH  Cultivo de Papa de Ingenieria Agronémica Lab. T14
de Chimborazo Fitopatologia
Panamericana Sur Km 1 %2 Escuela
Riobamba, Provincia Cepario ESPOCH  Cultivo de Papa de Ingenieria Agronémica Lab. T15
de Chimborazo Fitopatologia
Panamericana Sur Km 1 %2 Escuela
Riobamba, Provincia Cepario ESPOCH  Cultivo de Papa de Ingenieria Agronémica Lab. T16
de Chimborazo Fitopatologia
Panamericana Sur Km 1 %2 Escuela
Riobamba, Provincia Cepario ESPOCH  Cultivo de Papa de Ingenieria Agronémica Lab. T17
de Chimborazo Fitopatologia
Panamericana Sur Km 1 %2 Escuela
Riobamba, Provincia Cepario ESPOCH  Cultivo de Papa de Ingenieria Agronémica Lab. T18
de Chimborazo Fitopatologia
Panamericana Sur Km 1 % Escuela
Riobamba, Provincia Cepario ESPOCH  Cultivo de Papa de Ingenieria Agronémica Lab. T19
de Chimborazo Fitopatologia
Panamericana Sur Km 1 %2 Escuela
Riobamba, Provincia Cepario ESPOCH  Cultivo de Papa de Ingenieria Agronémica Lab. T20

de Chimborazo

Fitopatologia
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3.2. Recoleccion de Muestras.

Para el muestreo de las ocho fincas del Guayas (Tabla 3.1), se
procedid a la recoleccion de 10 sub muestras de suelo de un lote
seleccionada al azar en cada finca. Las muestras fueron
recolectadas usando un barreno y sacando muestras de suelo a
una profundidad de 15 a 20 cm. Estas muestras fueron tomadas
en forma de zic zac, dentro del lote seleccionado. Las sub-
muestras se homogenizacién para luego tomar una muestra
representativa que fueron colocadas en una funda y rotuladas
(Anexo 1). El sustrato obtenido de la champifionera fue
recolectada de una muestra de sustrato utilizado para el cultivo del
hongo Pleurotus spp, el cual fue colocado en una funda y rotulado.
Las once muestras restantes fueron cepas purificadas: 10 cepas
procedentes de la Escuela Superior Politécnica del Chimborazo
obtenidas de suelos de cultivos de la zona de Riobamba, y una
cepa purificada cedida para este estudio por INIAP estacion

experimental Boliche.

3.3. Caracterizacion Fenotipica.
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3.3.1. Aislamiento y Purificacion.

El aislamiento del hongo se realiz6 a partir de las muestras
de suelo de las diferentes localidades en forma aséptica
utilizando el protocolo desarrollado por Castro
(comunicacion personal, 2006; Anexo 2). El protocolo
consiste en secar 10 gramos de la muestra de suelo a
temperatura ambiente durante dos dias; triturarlos vy
tamizarlos por tres tipos de tamices de diferentes diametros
(20 mm; 2mm y 38 micras). A la muestra de suelo obtenida
en el ultimo tamiz se le adicionaron 90 ml de agua destilada
estéril. Un mililitro la suspensién fue colocado en una caja
petri, en la que se dispensé posteriormente 15 ml de medio
T, conteniendo Ca (NOs3), 1 g/L; (K NO3) 0,25 g/L; (Mg
S0,-7H,0) 0,25 g/L; (KH; PO,) 0,25 g/L; (Ca Cly) 0,1 g/L;
acido citrico 0,15 g/L; sacarosa 1 g/L; agar 25 g/L; sulfato
de estreptomicina 30 mg/L; benomyl 2,5 mg/L; alcohol alilico
0,50 ml/L. Una vez solidificado el medio, se tomaron discos
con un sacabocado de 8 mm de didmetro, los cuales fueron
distribuidos en otra caja conteniendo el medio T

previamente solidificado.
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3.3.2.

Las cajas con los discos fueron incubadas a 28°C, en
obscuridad durante cinco dias. Luego de este tiempo, se
colocaron a temperatura ambiente por dos dias con el fin de
favorecer la esporulacion de las posibles cepas del hongo
gue estuvieran presentes en los discos colocados en las
cajas. Luego de este periodo de incubacion, se tomo el
micelio blanco esporulado color verde que es caracteristico
de Trichoderma spp (Rosa Castro, comunicacion, 2006) y
se realizaron subcultivos utilizando Papa Dextrosa Agar

(PDA) 39 g/L.

Identificacién Morfoldgica a Partir de Aislamientos

Puros y Conservacion.

Para la identificacion se partido de las aislados puros. Las
estructuras fueron montadas en placas portaobjetos. Para la
tincion fue utilizado azul de metileno y luego las estructuras
fueron visualizadas al microscopio (ZEIZZ Axioskops 2
plus), utilizando los objetivos con aumento de 40x y 100x

(con aceite de inmersion).
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Para la identificacion de los aislamientos mediante sus
estructuras, se analiz6 la forma, disposicion vy
caracteristicas generales de los conidiosporos, fialides,
conidias y clamidosporas, de acuerdo a la descripcion de
Persoon (1794). (Protocolo Anexo 4). Los datos obtenidos
fueron introducidos en la pagina “Trichoderma Home”, en el
enlace “Interactive Keys” para su clasificacion (http:/nt.ars-

grin.gov/taxadescriptions/keys/FrameKey.cfm?gen=Trichoderma).

Las cepas puras identificadas, fueron liofilizadas, para lo
cual el micelio y esporas fueron recolectados en un
recipiente y sometidos a refrigeracion a 4°C por una hora
para luego ser colocadas en el liofilizador LABCONCO
FREEZE DRY SYSTEM 4.5, 56 x 10° MBAR por 24 horas.
Luego el tejido liofilizado fue recolectado y colocado dentro
de tubos de polipropileno con capacidad de 15 ml estériles,
los cuales fueron refrigerados a 4°C para su conservacion

(Protocolos Anexo 3).

A partir de las cepas purificadas e identificadas, se procedio

a la medicion del crecimiento de cada uno de los
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aislamientos en los medios PDA y Agar Sacarosa Nutritivo
(SNA: KH, PO, 1 g/L, K NO3 1g/L Mg SO4*7H,0 0,5 g/L, K
Cl 0,5 g/L, Glucosa 0,2 g/L, Sucrosa 0,2 g/L, Agar 20 g/L, el
pH fue ajustado a 4,5) suplementado con Sulfato de
Estreptomicina como antibiético a una concentracion final
de 100 pg/ml. Se realizd la siembra de las colonias en
ambos medios, incubandose a 25°C hasta la colonizacion

de la cepa en la caja petri.

Para el andlisis de crecimiento se sembraron cuatro cajas
petri de 75 mm de diametro por cada aislamiento en los dos
medios mencionados. La siembra se realiz6 en la periferia
de la caja y se tomaron diez mediciones por caja cada 24
horas hasta la completa colonizacion por parte de las
cepas. Las mediciones se basaron en un disefio
completamente aleatorizado. Cada medicion se consideré

una unidad de observacion.

Para las evaluaciones, la variable de interés fue la distancia
qgue el hongo fue colonizando cada 24 horas obtenida a

través del promedio de los diez puntos de crecimiento por
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caja. El andlisis de los datos fue realizado a través de la
prueba de Kruskal-Wallis; se obtuvo un biplot a través del
analisis de componentes principales, mediante coeficiente
polinbmico grado 2 (Steel R. et al 1988). Se utilizo el
analisis de varianza y la prueba de Tukey para determinar
las posibles diferencias estadisticas entre los diferentes
tratamientos. Los analisis estadisticos fueron realizados con
el programa SPSS, version 13.0 e InfoStat, version 2009
(Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cordoba,

Argentina).

3.4. Identificacion molecular a nivel de especie y seccidn.

3.4.1. Extraccion de ADN Total.

Para realizar la extraccion de ADN total, las cepas fueron
colocadas en un medio liquido PDB (Papa Dextrosa Broth,
ph 4,5), a una temperatura de 28°C en incubadora con
agitacion (120 rpm). ElI micelio fue retirado del medio
liquido, filtrado y lavado con agua destilada estéril y EDTA
(C10H16N20) a 25mM. El proceso de liofilizacién del micelio

esta descrito en la seccion 3.3.2. Una vez liofilizado el
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3.4.2.

micelio se procedi6 a la extraccion de ADN de los diferentes

aislamientos.

La extraccion se realiz6 a partir de 300 mg de micelio
liofilizado, colocados en tubos eppendorf de 2 ml estériles,
dentro de una cadmara de flujo laminar. La extraccién de
ADN se realiz6 siguiendo los protocolos de Dellaporta et al.
(1983) y Aljanabi y Martinez (1997) modificado por Santos
(2008, Anexo 5). ElI ADN total extraido fue conservado a —
20 °C. Se verificé la presencia de ADN mediante gel de
agarosa al 1% a 5 vicm tefiido con Sybr Safe al 1X

(Invitrogen).

Ribotipaje del Espaciador Transcrito Interno 1 mediante
la Reaccidén de la Cadena Polimerasa — Polimorfismo de

longitud de Fragmentos de Restriccién (PCR-RFLP).

El ribotipaje de la region del espaciador transcrito interno 1
(ITS1) fue realizada de acuerdo a Bulat et al. (1998)

utilizando los cebadores ITSx
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5" TGAACCTGCGGAAGGATCATTZ e ITSy
5 GCATTTCGCTGCGTTCTTCAT3". El volumen de la reaccion
final fue de 25pul; conteniendo la siguiente mezcla a
concentracion final: 1X solucion tampdn (Invitrogen #
11615-010), dNTPs 0.4 mM; MgzCl 3.5 mM; cebadores 0.5
mM cada uno; Taq polimerasa 1 U por reaccién (Invitrogen);

2 ul de ADN (Anexo 6).

La PCR fue realizada en un termociclador (Mastercycler
Gradient, Eppendorf) bajo las siguientes condiciones:
primera desnaturalizacion a 94°C por 2 minutos; 30 ciclos
de 92°C por 30 segundos, 58°C por 60 segundos y 72°C por
60 segundos; luego se realizdé una extension final de 72°C

por 3 minutos.

Para la visualizacion de los amplicones se realiz6 un gel de
agarosa al 2% y se separaron las bandas a 150 v por 40
minutos (5 — 10 V/cm). El gel fue tefiido con Sybr Safe al 1X

(Invitrogen).
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Para realizar la digestion del amplicon generado con los
cebadores ITS x — ITS y, se tomaron 10 ul de la reaccion
finalizada de PCR y se incubaron con la enzima Mbol, por
dos horas a 37°C (Invitrogen, 1U por reaccion). Una vez
terminada la incubacion de la reaccion se determind su
eficacia mediante un gel al 2% de agarosa en las

condiciones ya descritas arriba.

Los andlisis fueron realizados sobre la base de los perfiles
de restriccion obtenidos y el peso molecular de las bandas
gue los conforman, en comparacién con los patrones de
especies de Trichoderma spp., de referencia (Cumagun et

al., 1999).

3.4.3. Determinaciéon de Especies de Trichoderma mediante la

1.2..1.1.1.1.

Reaccion de la Cadena Polimerasa a través de

Cebadores Universales (UP-PCR).

Para la amplificacion del ADN de las cepas con los

cebadores descritos por Libeck (2000), se emplearon las
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mismas extracciones de ADN descritas en el epigrafe
anterior. Los cebadores utilizados fueron los siguientes:
L45: 5 GTAAAACGACGGCCAGTS’, L15/AS19:
5 GAGGGTGGCGGCTAGST’, y AS15inv:

5 CATTGCTGGCGAATCGG3'.

El volumen y la concentracion de los componentes de la
reaccion de PCR fue la descrita en el epigrafe 3.4.2. Las
muestras  fueron colocadas en el termociclador
(Mastercycler Gradient Eppendorf). ElI programa de
amplificacion fue el siguiente: desnaturalizacion inicial a
94°C por 3 minutos; 30 ciclos de desnaturalizaciéon a 92°C
por 50 segundos, anillamiento a 58°C por 70 segundos,
extension a 72°C por 60 segundos; y una extension final de
72°C por 3 minutos (Anexo 6). Una vez concluida la PCR,
los productos obtenidos fueron sometidos a electroforesis

en las mismas condiciones descritas arriba.

Se analiz6 el perfil de cada una de las muestras,
determinando el nidmero y tamafo de bandas. Se realizo

ademas la comparacion con los patrones de cepas de
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Trichoderma spp., de referencia, procedentes de Dinamarca
e Inglaterra (Tabla 3.2; Muthumeenakshi, et al 1994; Bulat,
S.A. et al 1998; Lubeck, M., et al 1999) proporcionadas por la
Dra. Mette Lubeck (Copenhagen Institute of Technology;
Aalborg Universitet; Section for Sustainable Biotechnology;
Department of Biotechnology, Chemistry and Environmental
Engineering; AAU Lautrupvang 15, DK-2750 Ballerup,
Denmark), las cuales fueros sometidas a los mismos
analisis moleculares que los aislamientos locales. Para la
comprobaciéon de los resultados se utilizaron muestras de

ADN de cepas de referencia.
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Tabla 3.2. Codificacion y origen de las muestras de
ADN de T. harzianum y T viride usadas como
referencia.

Cédigo Observaciones Especie de
Trichoderma

Obtenido de suelo

IBT 7525 agricola Dinamarca
T. harzianum
Obtenido de sustrato de
Compost Inglaterra
IMI 359823, T. harzianum
T28JF
(orig. no.)  Sheffield
Inglaterra
Tv 2 T. viride
Bulbo de narciso
(Narcissus sp),
IBT 8186 Dinamarca T. viride
(orig. no.) Perth,
Inglaterra
Tvgla T. viride
(orig. no.) Sheffield,
Inglaterra
Tv2611 T. viride

Las condiciones de UP-PCR seguidas una vez que llegaron
estas muestras de referencia fueron modificadas para ser
analizadas conjuntamente con las muestras locales. Las
condiciones de PCR fueron las siguientes; la primera
denaturacion a 94°C por 3 minutos; durante 35 ciclos:

denaturacion a 92°C por 50 segundos, anillamiento a 56°C
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por 70 segundos, extension a 72°C por 60 segundos;

terminando con una extension final de 72°C por 3 minutos.

Las Imagenes fueron tomadas con el Gel Doc XR System y

procesadas con Adobe Photoshop, version CS3.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Caracterizacion Fenotipica.

4.1.1. Identificaciéon morfologica de las cepas aisladas.

Los analisis morfolégicos se realizaron a partir de un cultivo
gue permaneciéo en incubaciéon a 25°C, donde el hongo
coloniz6 completamente la caja petri y comenzo la
esporulacién que ocurre aproximadamente entre las 48 y 72

horas. Los analisis morfolégicos corresponden a las



estructuras del hongo que se presentaban en la region con

mayor esporulacion (Fig.4.1).

Fig. 4.1. Aislamiento de Trichoderma en medio PDA 72
horas después de inoculado. La flecha indica la region
tomada para los andlisis morfolégicos. El color verde indica
esporulacion. Barra representa 0,8 cm.

La identificacion morfoldgica de los aislamientos en estudio
revelé la presencia de dos grupos pertenecientes a las
especies T. harzianum y T. viride (Tabla 3.1), que se
determind mediante la medicién de las estructuras de cada
aislamiento, las cuales fueron introducidas en la péagina
Trichoderma Home en el link Interactive Keys para su
clasificacion. Se observaron estructuras tales como
conidiéforos, en muchos casos terminando en pustulas.
Asimismo, las ramas laterales de las hifas presentaron

alrededor de 90° con respecto a la ramificacion principal. El
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programa Trichoderma Key realiza la clasificacion de
especies de Trichoderma de acuerdo a la seleccion de
rangos predeterminados de diferentes tamafos y formas de
las estructuras del hongo. De acuerdo a los datos obtenidos,
se selecciond el rango correspondiente predeterminado por
el programa. Al final del analisis, el programa indico la
especie de Trichoderma correspondiente a los datos

observados de cada cepa observada.

En el caso de las cepas clasificadas como T. harzianum, los
conidiéforos midieron entre 120 a 157 um de longitud y
poseian ramificaciones que partian de un eje principal (Fig.
4.2). Se observé un angulo de alrededor de 90° o inferior
entre el eje principal y las ramificaciones de los conidioforos.
Las fialides presentaron entre 8,9 — 10,2 um de longitud; 2,0
— 2,4 um de grosor en el punto mas ancho;y 2,0 — 2,5 um en
la base. Las fidlides se encontraron en grupos de dos a
cuatro y ubicados en forma de espiral, con un angulo de
alrededor de 90° con respecto a las hifas de las cuales
emergen. Las fialides presentaban un ensanchamiento en el
centro (Fig. 4.2). La morfologia de las conidias vari6 desde

globosa a sub-globosa, con superficie lisa y coloracion
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verde, midiendo entre 2.9 — 4.1 x 3.0 - 4.1 um (Tabla 3.1).
El rango del tamafio de las estructuras de las cepas
identificadas como T. harzianum encontradas en este
estudio estan dentro de las medidas establecidas para esta

especie (Samuels et al 2010).

En las cepas clasificadas como T. viride, los conidiéforos se
presentaron tipicamente desde el eje central fértil y midieron
de 93 — 150 pum de longitud, con ramificaciones dispuestos o
no en pares, y un angulo cercano a los 90° con respecto a
las hifas de soporte (Fig. 4.3). Estas ramificaciones
presentaron intervalos anchos y espaciados cuando se
encontraban cerca del borde del conidioforo. Las fidlides se
encontraron en espirales en nimero de 2 a 3 en las
extremidades de los brazos laterales. Las estructuras fueron
cilindricas o algo abultadas en el centro y a veces con un
cuello alargado, recto, sinuoso o en forma de gancho, con
una longitud de entre 10,0 — 10,5 ym; 1,9 — 2,5 um en el
punto mas ancho y 2,3 — 3,5 um en la base. Las conidias se
presentaron verdes, sub-globosas y con una medida entre
3,5-4,2x3,7-4,1 um. La forma de los clamidosporos fue

globosa a sub-globosa, con 9,0 — 11 um de diametro (Fig.
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4.3). El rango del tamafio de las estructuras de las cepas
identificadas como T. viride encontradas en este estudio
estan dentro de las medidas establecidas para esta especie

(Samuels et al 2010).
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Tabla. 4.1. Morfologia de los aislados de Trichoderma. La
clasificacion de especies de Trichoderma fue analizada por
el programa Trichoderma Interactive Key de acuerdo al
tamafo y forma de las estructuras analizadas.

{ CONIDIA {CONIDIFORAS { FIALIDES {CLAMIDOSPORA {CLASIFICACION‘

Largo x Ancho Largo um Largo x Ancho Punto medio Base de la Largo x Ancho um

pum pum de fidlides um fidlides um
T1 3-3,7x3 120 - 157 9,9-(10,2x9,9)- 20-22 20-23 5.2-8 T. harzianum
T2 3.5-(3.9x3.7)- 110 - 130 10—(1;210)—9 21-25 2,3-3,0 no presente T. viride
T3 3.3—(43\.’%0,0)-3.3 130 - 153 10-(10.2x8)-8,1 20-23 21-24 7-(8x10)-9,9 T. harzianum
T4 3.6-(3.9x4.0)- 124 - 150 10,8-(11x10,5)- 20-24 25-29 9-(10,5x10)-10  T. viride
T5 3.9-(3%14)4.1 130 - 140 10,8-(1110)(10,3)- 19-2,4 25-3,0 10-(10,8x11,3)-  T. viride
T6  3.8-(3.9x3.9)- 100 - 120 10,9-(111(,)3x9)1o 23-2,4 28-34 10-(1()1x1ig)-1o,2 T. viride
T7 3-(3,6351,4)-3,6 136 - 140 10-(10,2x8,8)- 21-22 22-24 8,7-(9,8x9,6)-9  T. harzianum
T8 3,5-(3,8x4)-4 137 - 140 8,9-(9%)1(8)—8,3 21-23 22-25 10-(10x10)-10,1  T. harzianum
T9  3-(3,6x3,0)-34 139 - 145 9,2-(10x9)-9,1 20-2,1 21-23 8,7-(9,8x9,6)-9  T. harzianum
T10 3,9-(4x4)-4 100-125 10-(10,3x10,2)- 20-25 2,7-33 10,8-(11x11,2)-  T. viride
T11  2,9-(3x3)-3,1 130-140 9,5-(9,%310,4)- 22-24 22-24 7,2—(7,15%{75.3)-7,3 T. harzianum
T12  3,8-(4,1x3,4)- 135 - 140 10-(1%)[.):'3(9,4)- 20-22 20-23 10-(10-9,7)-10  T. harzianum
T13 4.0—(4?2’24)-4,1 100 - 120 10,8—(12,2x9)- 19-25 2,6-3,0 9,9-(10,7x10,8)-11 T. viride
T14  3,9-(4,1x3,6)- 126 - 138 10—(10,%310)—10 20-23 22-24 10-(10,3x10)-9,9 T. harzianum
T15 3,5-(;’77x3,8)- 129 - 135 10-(10,2x9,5)- 22-24 22-24 T. harzianum
T16 3,5-(33,’E?xs,6)- 130 - 140 10-(10?5(9)-8,9 2,3-2,4 20-2,4 9-(9,3x9,7)-9,5  T. harzianum
T17 3,5-(33,§x3,6)- 130 - 140 10-(10,2x9)-8,9 2,2-24 2,0-24 9-(9,3x9,7)-10,1  T. harzianum
T18 4.0-(4.3i§4)-4,1 93-100 10,5-(11,2x9)- 22-25 29-35 10-(10,9x11,5)-  T. viride
T19  3,5-(3,8x3,6)- 140 - 145 10-(10'x9)-8,9 2,0-23 22-24 9,9-(9,%&97,7)-9,5 T. harzianum
T20 3,5-(325}3,6)- 140 - 145 9.7-(10x9)-8,9 20-23 2,2-24 9,7-(9,3x9,7)-9,5 T. harzianum
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Fig. 4. 2. Estructuras de los aislados de Trichoderma
harzianum. A: Conidi6foros (el rango de tamafio obtenido en
las muestras va desde 120 — 157 um), B: Fialides (rango de
los tamarfos largo/ancho obtenidos van desde 10,2 x 9,5
pm C: Conidias (rango de tamafo determinado: 2,9 — 4,0
um), D: Clamidosporos (rango de tamafio entre 7 — 10,1 um).
Las barras de referencia corresponden a 100 pm (A), 10 pm
(B), 4 umy 2,9 um (C), 10,7 um (D).
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Fig. 4. 3. Estructuras de los aislados de Trichoderma viride.
A: Conidiéforos (rango de tamafo obtenido en las muestras:
93 — 150 um), B: Fialides (rango de los tamafios largo/ancho
obtenidos van desde 12 x 10,5 pm C: Conidias (rango de
tamano: 3,5 — 4,1 um), D: Clamidosporos (rangos de tamafio
entre 9 — 11,5 um). Las barras de referencia corresponden a
100 pm (A), 10 um (B), 4 um (C), 10 um (D).
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4.1.2. Crecimiento del hongo in vitro.

La velocidad de crecimiento en medio PDA y SNA es usado
como un parametro para la clasificacion de especies de
Trichoderma (http://nt.ars-
grin.gov/taxadescriptions/keys/Trichodermalndex.cfm). Es
decir, que ademas del andlisis morfologico (Seccion 4.1.1)
se tomé en cuenta el desarrollo y la velocidad de crecimiento

de cada uno en los medios PDA y SNA (Seccion 3.3.2.).

Durante las primeras 24 horas de incubacién en medio PDA,
se observo el desarrollo de hifas blancas algodonosas. A las
48 horas, siete de los 20 aislados (T2, T4, T5, T6, T10, T13y
T18) ya presentaban inicio de esporulacion ademas de cierto

olor a coco, caracteristico de T. viride (Cumagun et al 1999).

Las cepas que crecieron en PDA formaron anillos
concéntricos con las hifas (Fig. 4.4 A, C). El desarrollo a las
48 horas continué con la colonizacion por parte del hongo y
se comenz6 a observar esporulaciéon a partir del disco

inoculado, evidenciada por una coloracion verde claro en
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unos casos (T1, T3, T7, T8, T9, T11, T12, T14, T15, T16,
T17, T19 y T20) y en otros a verde amarillento (T2, T4, T5,
T6, T10, T13y T18). A las 72 horas, los aislados continuaron
desarrollandose, algunos colonizando las cajas mediante
hifas algodonosas y con presencia de esporulacion,

especialmente en el medio PDA.

El crecimiento de los aislamientos en el medio SNA se
caracterizé por un desarrollo normal mediante hifas blancas
no algodonosas, sin esporulacién durante las primeras 24
horas (Fig. 4.4 B, D). A las 48 horas ciertos aislamientos
presentaban pequefios puntos algodonosos y a las 72 horas
se observo la presencia de esporulacion de coloracién

verdoso a partir del disco inoculado.
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Fig. 4.4. Crecimiento de los aislamientos T2 (T. viride) y T15
(T. harzianum) en medios de cultivo PDA (A, C) y SNA (B, D)
a las 24, 48 y 72 horas. (Puntos azules indican los diferentes
tiempos; la incubacion se realiz6 a 25°C). Las barras indican
1cm.

El analisis de la velocidad del crecimiento de los aislados en
dos medios de cultivo, mostré diferencias estadisticas
significativas entre las cepas analizadas (Tablas 4.2 y 4.3;

Figs. 45 y 4.6). Los datos de crecimiento de los 20
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aislamientos en medio PDA mostraron gran variabilidad a las

48 y 72 horas, periodo en el cual el hongo alcanzé su mayor

desarrollo (Fig. 4.5). Se distinguieron dos grupos entre las

cepas al comparar su crecimiento en medio PDA a las 72

horas: uno cuyo crecimiento fue inferior a los 59 mm y el otro

gue excede los 67 mm en promedio, coincidiendo con la

clasificacion morfolégica de especies de Trichoderma (Tabla

4.2).

Tabla 4.2. Crecimiento promedio en medio PDA de los 20
aislamientos de Trichoderma tomados a las 72 horas (prueba de

Kruskal-Wallis).

Letras distintas
indican diferencias
significativas (p<=

Trat. Medias Ranks 0,05)
T2 54,88 86,48 A
T18 54,9 103,65 A
T5 55,55 110,94 A
T13 56,23 139,91 AB
T4 56,53 153,38 AB
T10 56,7 157,73 AB
T6 58,78 238,79
T15 67,23 425,69 C
T19 67,18 440,96 CD
T16 68,83 491,24 CDE
T8 69 511,2 CDEF
T12 69,13 518,08 CDEF
T1 69,55 536,25 DEFG
T11 69,98 548,19 EFG
T17 70,1 559,88 EFG
T9 70,8 587,24 EFG
T3 70,78 588,44 EFG
T20 71,13 593,65 FG
T14 70,9 597,93 FG
T7 71,1 620,41 G
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Crecimiento de los aislados de Trichoderma
T. harzianum
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Fig. 4.5.- Distribucién del crecimiento de las 20 cepas de
Trichoderma a las 24, 48 y 72 horas en medio PDA. Las cepas
identificadas como T. harzianum y T. viride mediante andlisis
morfolégicos (Tabla 3.1) se indica.

Desarrollo en mm
V)
5 &

»
o

—
o

0

T1
T3
7
T8
e
i
T12
Ti4
T15
gT]G
%H?
19
T20
T2
T4
5
T6
ro
Ti3
Ti8

Las cepas de Trichoderma mostraron entre si un
comportamiento variado en el medio SNA a las 72 horas
(Fig. 4.6), con diferencias entre las dos especies
identificadas, a excepcién de la cepas T2 y T13 (ambas T.
viride de acuerdo a los andlisis morfologicos, Tabla 4.1). Se
distinguieron, en la mayoria de las cepas analizadas, dos
grupos a las 72 horas de crecimiento, de los cuales uno se
desarroll6 por debajo de los 46 mm y el otro se encontrd por
encima de los 49 mm en promedio, coincidiendo con la
clasificacion morfoldgica de especies de Trichoderma (Tabla

4.2)). Sin embargo, las cepas T2 y T13 que fueron
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identificadas como T. viride, no coincidieron en desarrollo
con las cepas de la misma especie, al igual que las cepas T7
y T15 a pesar de que en el otro medio utilizado se
enmarcaron en el grupo de T. harzianum en SNA estan
dentro del rango de T. viride, no obstante se visualiza la
presencia de dos grupos en las cepas analizadas. Las cepas
T9, T14, T17 y T3 mostraron el mayor crecimiento dentro de
las 72 horas en comparacion con los aislamientos restantes
(Fig. 4.6). Se debe de tener en cuenta que las cepas antes
mencionadas forman parte del grupo que presentd mayor
crecimiento en el medio PDA (Fig. 4.5). Las cepas T5y T10
se encontraron entre las de menor crecimiento a las 72
horas (Fig. 4.6), al igual que lo encontrado al analizar los
resultados en el medio PDA. En general, la velocidad del
crecimiento de las cepas pertenecientes a ambas especies
fue més variable en medio SNA que en PDA, por lo tanto el
medio PDA es mas discriminatorio para la clasificacion a

nivel de especies de Trichoderma.

60



Tabla 4.3. Crecimiento promedio en medio SNA de los 20
aislamientos de Trichoderma tomados a las 72 horas (prueba de

Kruskal-Wallis).

Letras distintas

indican diferencias

Trat. Medias Ranks significativas (p<=
0,05)
T5 30,48 43,91 A
T10 34,83 63,26 AB
T4 44,28 130,54 ABC
T6 44,8 148,65 BC
T18 45,58 168,98 C
T15 49,63 272,9 D
T7 51,43 318,45 DE
T2 51,63 318,68 DE
T16 53,53 376,73 EF
T19 53,63 387,94 EF
T8 54,18 395,3 EF
T1 55,5 435,33 F
T12 55,9 450,83 FG
T13 57,53 468,01 FG
Ti1 59,83 541,54 GH
T20 66,4 634,81 HI
T3 67,35 661,01 1J
T17 69,18 717,39 1J
T14 69,9 731,84 1J
T9 70,33 743,93 ]
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Crecimiento de los Aislados de Trichoderma en medio SNA

80 T. harzianum
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Fig. 4.6.- Distribucién del crecimiento de las 20 cepas de
Trichoderma, en SNA a las 24, 48 y 72 horas. Las cepas
identificadas como T. harzianum y T. viride mediante andlisis
morfolégicos (Tabla 3.1) se indica.

Los aislamientos pertenecientes a T. harzianum tuvieron un
desarrollo mas eficiente en cuanto a la colonizacion de los
medios PDA y SNA, que las cepas de T. viride, a excepcion
de la cepas T2 y T13 (T. viride) en el medio SNA. Con los
resultados obtenidos del crecimiento de los aislamientos a
las 24, 48 y 72 horas se realiz6 un biplot obtenido a través
del analisis de componentes principales de los resultados en
los medios PDA y SNA independientemente (Fig. 4.7). Se
obtuvieron dos grupos bien definidos en el medio PDA,

tomando en cuenta la media de los crecimientos del hongo,
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ademas del coeficiente polinomico grado 2. Estos grupos
coinciden con las especies T. harzianum y T. viride. Aunque
en el medio SNA se pueden diferenciar las cepas
pertenecientes a T. harzianum y T. viride (a excepcion de las
cepas T2 y T13), no se formaron grupos con la definicion
obtenida en el medio PDA, indicando que para una
clasificacion mas exacta es recomendable el uso del medio

PDA.
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Fig. 4.7. Cuadro de distribucién del crecimiento de los 20
aislamientos a las 24, 48 y 72 horas en los medios PDA (A) y

SNA (B);

biplot

obtenido a través del

analisis de

componentes principales. A las 24 horas no se observaron

diferencias.

64



Con el analisis de dispersion del crecimiento en el tiempo en
el medio PDA, se realiz6 un dendograma en el cual se ven
reflejados dos grupos distintos que corresponden a las
especies T. harzianum y T. viride (Fig. 4.8). La similaridad
entre ambos grupos fue del 99%, lo que indica que el 1% de
diferencia existente entre ambos esta marcado por el mayor
desarrollo de T. harzianum en el medio PDA entre las 48 y
72 horas de crecimiento. El rapido desarrollo y la
colonizacion del medio donde se desenvuelve es una de las

caracteristicas distintivas de la especie T. harzianum.
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Fig. 4.8.- Dendograma del promedio de crecimiento de las
20 cepas de Trichoderma a las 72 horas en medio PDA

utilizando el andlisis de conglomerados.
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Los andlisis fenotipicos de los aislamientos estudiados
revelaron la presencia de las especies Trichoderma
harzianum y Trichoderma viride en los lugares muestreados.
De los 20 aislados analizados, 13 fueron identificados como
T. harzianum y siete como T. viride. Los datos de
crecimiento demostraron que la especie T. harzianum tuvo
un mayor crecimiento en los medios PDA y SNA (a
excepcion de las cepas T2 y T13 de T. viride en el medio
SNA). Sin embargo, esa caracteristica no fue excluyente
para su identificacion como especie. Los datos morfolégicos
del tamafio de las estructuras, incluyendo conidioforos,
fialides, clamidosporos y conidias de los aislamientos fueron
determinantes, como una primera guia para identificar a
nivel de especies los aislados, esto a pesar de que la
diferencia entre las estructuras de una u otra especie era tan
solo de micras, la diferencia de las estructuras se enmarco
entre rangos de cada especie, teniendo en cuenta que T.

viride present6 su aroma caracteristico a coco.

La presencia de T. harzianum es mayor en los suelos
analizados teniendo en cuenta que son suelos agricolas. La

especie en mencion es la mas eficaz en cuanto a control de
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diferentes enfermedades en suelo, debido a sus diferentes
mecanismos de accion (Benitez et al 2004; Infante et al,
2009). A pesar de que T. viride es una especie que también
ejerce control sobre diferentes patdgenos, la presencia de

esta especie es reducida dentro de los suelos analizados.

4.2. Identificaciéon Molecular.

4.2.1. Ribotipaje de las cepas de Trichoderma.

Los diferentes tamafios de los amplicones correspondientes
a la region ITS1-ADNr después de haber sido digeridos con
la enzima Mbol (Sau3A es isoesquizémero de la enzima
Mbol) pueden ser utilizados para la diferenciacion de las
cepas dentro de los correspondientes grupos, secciones o
claves (Bulat et al 1998, Turner et al 1997, Kindermann et al
1998). Para la amplificacion de la region ITS1-ADNr se
realiz6 una PCR mediante el uso de los iniciadores ITSx e
ITSy obteniéndose un amplicén de alrededor de 300 pb en
un primer grupo y otro de alrededor de 295 pb (Fig. 4.9). El
producto de esta PCR fue utilizado para realizar la digestion

con la enzima de restriccion Mbol.
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Fig. 4.9. Amplificacion con los iniciadores ITSx e ITSy en las
cepas T1 — T10 (A) y T11l — T20 (B); M, se refiere al
marcador de 100 pb (Invitrogen); B, blanco de la reaccion.

Los aislados fueron agrupados de acuerdo al tamafio y
namero de fragmentos obtenidos después de la digestion
con la enzima. Dos grupos o patrones de bandas se

obtuvieron con los 20 aislamientos de Trichoderma
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analizados, pertenecientes a las secciones B (Pachybasium)
y C (Trichoderma; Lubeck et al. 2000). Los aislados T1, T3,
T7, T8, T9, T11, T12, T14, T15, Ti16, T1l7, T19 y T20
correspondieron a la seccion Pachybasium por presentar
tres bandas; mientras que los aislados T2, T4, T5, T6, T10,
T13 y T18 correspondieron a la seccién Trichoderma

presentando dos bandas (Fig. 4.10).
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Figura 4.10. Corte con enzima Mbol del amplicon generado
con los iniciadores ITSx e ITSy. Cepas T1, T3,
T7,7T8,T9,T11,T12,T14,T15,T16,T17,T19 y T20, seccién
Pachybasium; T2, T4, T5, T6, T10, T13 y T18, seccion
Trichoderma; M, marcador 100 pb (Invitrogen).
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En este estudio se realizaron pruebas con ADN de cepas
patrones, gentiimente cedidas por Mette Libeck  del
Copenhagen Institute of Technology Aalborg Universitet,
Dinamarca, pertenecientes a especies caracterizadas de
Trichoderma. Las cepas de referencia evaluadas de igual
forma correspondieron a las secciones Pachybasium (T.
harzianum, cepa IBT 7525,) y Trichoderma (T. viride, cepa
IBT 8186 y T. atroviride, cepa IBT 7631), al presentar tres y
dos bandas respectivamente (Fig. 4.11). Estos resultados
coinciden con estudios realizados por Cumagun et al. (1999)
y Lubeck et al. (2000), quienes indican que la especie T.
harzianum pertenece a la seccion Pachybasium y las
especies T. viride y T. atroviride a la seccién Trichoderma,

segun el andlisis de la region ADNr-ITS1.
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Fig. 4.11. Perfil de restriccibn con la enzima Mbol de la
region amplificada del ITS1-ADNr de los controles T.
harzianum (Ch1 Th, IBT 7525), T. viride (Cv2: Tv, IBT 8186),
y T. atroviride (Ta, IBT 7631). T1, T11, T2, T18,
corresponden a los aislados locales de T. harzianum seccion
Pachybasium (T1y T11), y T. viride seccion Trichoderma (T2
y T18).

La digestion con la enzima Mbol de los productos
amplificados de la region ITS1-ADNr, demostré que los 20
aislamientos locales se dividieron en dos grupos claramente
definidos, los cuales pertenecen a las secciones
Pachybasium en el caso de T. harzianum y Trichoderma en

el caso de T. viride.
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4.2.2. Analisis de los aislados de Trichoderma mediante UP-

PCR.

El andlisis de UP-PCR fue inicialmente realizado con el
iniciador L45 debido a que ha presentado mejores resultados
en comparacioén con otros iniciadores (Lubeck et al. 2000,
Cumagun et al., 1999). En el estudio realizado de los 20
aislamientos se obtuvo un patrén de bandas diferenciadas
en cada una de las especies previamente identificadas como
T. harzianum y T. viride, tanto por su morfologia como a
través de los perfiles obtenidos mediante la digestion de los
amplicones correspondientes a la region ITS1-ADNr (Tabla
4.1; Figuras 4.10 y 4.11 ). Los aislamientos T1, T3, T7, T8,
T9, T11, T12, T14, T15, Ti6, T17, T19 y T20,
correspondientes a la especie T. harzianum (Tabla 4.1),
presentaron patrones similares de bandas (Fig. 4.12). Estos
mismos aislamientos pertenecen a la seccion Pachybasium
de acuerdo al andlisis del ITS1-ADNr (Fig.4.10). Asi mismo,
los restantes aislados (T2, T4, T5, T6, T10, T13, T18),
considerados dentro de la especie T. viride (Tabla 4.1), y
gue corresponden a la seccién Trichoderma (Fig. 4.10),
presentaron patrones de bandas similares entre si (Fig.

4.12).
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Fig. 4.12. Amplificacién UP-PCR con el iniciador L45. (A) T1,
T3, T7, T8, T9. (T. harzianum); T2, T4, T5, T6, T10, (T.
viride). (B). T11, T12, T14, T15, T16, T17, T19, T20 (T.
harzianum); T13, T18 (T. viride). M se refiere a marcador de
100 pb
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Establecidos los grupos de los aislamientos en estudio, se
utilizé ADN de cepas patrones (controles) pertenecientes a
las especies T. harzianum y T. viride (Seccion 3.4.4), para
realizar la UP-PCR y compararlos con los resultados
obtenidos. Los controles y los aislados se agruparon de
acuerdo a la especie y se desarrollo la UP-PCR con los

diferentes iniciadores (Fig. 4.13).

Los patrones obtenidos de UP-PCR con el iniciador L45 de
los aislados T. harzianum fueron similares entre si. Sin
embargo, la diferencia de intensidad de algunas de las
bandas se vio marcada en los aislados T3, T8 y T14 (banda
de mayor intensidad de alrededor de 500 pb), en
comparacién con los restantes aislamientos. No se
detectaron amplicones en el control Chl (IBT 7525) de T.
harzianum. Sin embargo, en el Ch2 (IMlI 359823), control
correspondiente a la especie T. harzianum, se detectaron
diferencias en el perfil de bandas con respecto a los aislados
locales. Los patrones obtenidos con el iniciador L15/AS19
en los aislados T. harzianum fueron similares entre si; sin
embargo, se puede detectar tres grupos con distinta

intensidad en ciertas bandas: T7; T1, T3, T8, T9y T14; T11,
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T12, T15, T16, T17, T19 y T20. Aunque los controles
presentaron bandas similares, no se observaron algunas que
fueran comunes en los aislados (Fig. 4.13 B). El resultado de
la amplificacion utilizando el iniciador AS15inv fue similar
para los aislados T11, T12, T15, T16, T17, T19 y T20, donde
se observo un gran numero de bandas, que en cuanto a
intensidad difiere de las demas cepas. No se detectd ningun

amplicon en los controles.

De los tres iniciadores, los datos mas homogéneos utilizados
para la caracterizacion de las cepas de T. harzianum fueron
los proporcionados por el L45, seguido por L15/AS19. Sin
embargo, los patrones de bandas de los controles fueron
similares a los de los aislados locales unicamente con el
iniciador L15/AS19. La falta de similitud de los controles con
los aislados probablemente se debe a una alta variabilidad
de individuos dentro de la misma especie, lo cual ha sido
sefialado por diversos autores (Gomez et al, 1997; Libeck et
al, 1999; Lubeck et al, 2004). Los controles IBT 7525 (Chl) e
IMI 359823 (Ch2), fueron obtenidos de suelo de uso agricola
en Dinamarca y de composta de hongo en Inglaterra

respectivamente. Debido a que se encuentra una
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variabilidad en el bandeo de las especies locales no es
extrafio que los controles de T. harzianum provenientes de
Dinamarca e Inglaterra presenten también perfiles

diferentes.

La técnica UP-PCR es util para la caracterizacion vy
agrupamiento de cepas de hongos (Bulat et al 1996, 1998,
Libeck et al 2000, Cumagun et al 2000). La UP-PCR fue
descrita a partir de la conocida técnica RAPD (Williams,
1990), pero su ventaja radica en la habilidad de generar
patrones de bandas complejas y su alta reproducibilidad
(Bulat et al, 1998 y Libeck et al, 2000). La diferencia entre
UP-PCR y RADP es el uso de iniciadores universales (UP)
gue son relativamente largos (15 — 18 pb) y designados para
una huella digital de cualquier organismo a una temperatura

de anillamiento relativamente alta (Bulat et al, 1998).
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Fig. 4.13. UP-PCR de las 13 cepas locales de T. harzianum y los
controles de referencia (Chl: IBT 7525; Ch2: IMI 359823); B
(Blanco); M (marcador). (A) Iniciador L45. (B) Iniciador L15/AS19.
(C) Iniciador AS15inv.
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Los siete aislamientos de la especie T. viride, pertenecientes
a la seccién Trichoderma, presentaron perfiles de bandas
distintos en la UP-PCR e inclusive dentro de las mismas
cepas patrones existio diferencia. El resultado de la
amplificacion con el iniciador L45 de las cepas locales
identificadas como T. viride mostr6 diferencias con el patron
de las cepas de referencia. Dentro de las cepas locales, las
T4, T5, T6, T10, T13 y T18 formaron un solo grupo; mientras
gue la cepa T2 mostré un patrén de banda diferente (Fig.
414 A). Con el empleo del iniciador L15/AS19 Ia
amplificacion dentro de las mismas condiciones resulté mas
eficiente para los controles; sin embargo, se mantuvieron
diferencias entre los perfiles de las muestras analizadas y
los controles. Asi mismo, se mantuvo la agrupacion descrita
anteriormente T4, T5, T6, T10, T13 y T18-, a excepcion de la
cepa T2 (Fig. 4.14 B). Dos de los cuatro controles T. viride
no amplificaron cuando se utilizd el iniciador AS15inv Tv2
(Cvl) e IBT 8186 (Cv2). Sin embargo, se detectaron pocas
bandas en los otros dos controles Tv gla (Cv3) y Tv 2611
(Cv4), pero no coincidieron con el patrén de bandas de las
siete cepas identificadas como T. viride (Fig. 4.14 C). De

igual manera que en los otros iniciadores utilizados se pudo
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distinguir un patron de bandas homogéneo en las cepas T4,

T5, T6, T10, T13 y T18, a excepcion de la T2.
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Fig. 4.14. UP-PCR de las siete cepas locales de T. viride y los
controles de referencia (Cv1: Tv2; Cv2: IBT 8186; Cv3: Tv gla;
Cv4: Tv 2611); B (Blanco); M (marcador); (A) Iniciador L45. (B)
Iniciador L15/AS19. (C) Iniciador AS15inv.
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Los resultados obtenidos han permitido definir la identidad
de los 20 aislamientos locales estudiados, mostrando
ademas la diversidad genética existente entre aislados de
una misma especie. La complejidad del género Trichoderma
indica la utilidad de combinar diferentes métodos para lograr
resultados de mayor precisibn en la identificacién y
diferenciacion de especies y aislados, asi como para la
elucidacion de la diversidad y estructura genética de este
hongo (Bulat et al, 1998; Kidermann, et al 1998; Lubeck et
al, 1999,2004; Cumagun et al,2000; Wuczkowski et al,

2003; Vahabi et al, 2009).

El hallazgo de una mayor proporcion de aislamientos
identificados como T. harzianum (65%), concuerda con lo
referido anteriormente por Villegas (2005), quien ha
sefialado que esta especie predomina en suelos agricolas, -
el tipo de muestra mas representado en este estudio, y es la
gue mas se emplea para el control biolégico de patégenos
de suelo. Los aislamientos identificados como T. viride,
fueron encontrados en su mayor parte en muestras de suelo

pertenecientes a haciendas ubicadas en la costa dedicadas
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al cultivo de banano organico. Adicionalmente, la cepa
aislada de un cultivo de champifiones (T5) fue precisamente
T. viride, que en este caso se considera patdégena para este

hongo comestible (Hatvani, 2007).

La eficacia de diferentes especies de Trichoderma sp como
biocontroladores y antagonistas naturales de fitopatégenos
de suelo, junto a su plasticidad ecolégica y  efecto
estimulante e inductor de resistencia sistémica en las
plantas, justifican la necesidad de profundizar en la
basqueda, caracterizacion y utilizacion de aislados locales
de este hongo. Los resultados obtenidos en este trabajo

constituyen una contribucién al logro de este fin.
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CAPITULO 5.

5.1. Conclusiones.

Unos de los hongos que mayormente se utiliza en la agricultura
precisamente es Trichoderma sp, y en este campo la mas utilizada
por sus cualidades para el control de enfermedades es la especie T.
harzianum, por ende el estudio en base a la identificacion a nivel de
especie de este hongo benéfico toma gran importancia y es uno de

los objetivos principales del presente estudio.

Los analisis morfolégicos de los aislados estudiados a través de la

medicién de las estructuras y del crecimiento, arrojaron parametros



preliminares de las especies que se encontraban en las muestras de
suelo. Las especies encontradas pertenecieron a T. harzianum y T.

viride.

En el estudio de los 20 aislados de Trichoderma a partir de muestras
de suelo y sustrato de diferentes localidades de costa y sierra,
mediante la amplificacion de la region ADNr-ITS1, y posterior
digestidn realizada con la enzima Mbol, se determiné la presencia de
dos secciones del género Trichoderma, las cuales pertenecieron a la

seccion Pachybasium y la seccién Trichoderma.

Para la determinacion de las especies mediante el uso de iniciadores
universales (UP-PCR) los cebadores L45 y el L15/AS19

proporcionaron los mejores resultados para la clasificacion.

En las muestra de suelo y sustrato analizado se encontraron solo dos
especies de Trichoderma, siendo la especie dominante la T.

harzianum, contando también con la presencia de T. viride.
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Las técnicas moleculares empleadas facilita la identificacion de
aislados de Trichoderma. Se pueden utilizar masivamente estas
técnicas moleculares para realizar la clasificacion de un gran nimero
de muestras a analizar, acelerando el proceso de clasificacion; ya que
solamente se analizarian morfologicamente pocos aislados que
contengan el mismo genotipo obtenido como resultado del andlisis
molecular. Las técnicas moleculares pueden utilizarse para estudios
poblacionales, de diversidad genética y de monitorio de Trichoderma

en suelos agricolas.

5.2. Recomendaciones.

Estos estudios deben de incluir el potencial uso de los aislamientos
para el control de las diferentes enfermedades y establecer los
mecanismos de accién de las cepas identificadas frente a los

patégenos de diversos cultivos.

Por los resultados obtenidos, se recomienda el empleo de otros
marcadores para el uso y control de los resultados obtenidos. Por

ejemplo, el uso de microsatélites son recomendados como una
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herramienta molecular para la previa identificacion de cepas de
Trichoderma. Asimismo, futuros trabajos pueden incluir la
secuenciacion con el fin de disefiar iniciadores especificos y abaratar

los costos de la identificacion molecular.

A estudios posteriores se pueden incluir otros tipos y un mayor
numero de muestras de suelos o de sustratos de diferentes tipos de
cultivos en diversas zonas geograficas del pais en fincas tanto
convencionales y organicas para determinar el tipo de especie de
Trichoderma presente y su posterior uso como controladores

biolégicos.
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ANEXOS



ANEXO A

Protocolo de Recoleccion de Muestras de Suelo para el Aislamiento de

Trichoderma.

Para tomar las muestras de suelo se deben seguir los siguientes pasos:

a. Se debe seleccionar un lote de la Finca o Hacienda donde se tomaran
las muestras.
b. Las muestras de suelo se deben de extraer de los primeros 5 a 10cm

de profundidad, que es donde se encuentra Trichoderma en el suelo.

c. Las muestras deben de ser recolectadas en zig-zag dentro del lote.

0000000Q0O0O0O0

(ONONONCHONOAONONVNONO)

000000000 OO0

O000O0O0000O0OO0O0
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d. Cada sub-muestra que se recoja dentro del lote se la debe de ir
colocando dentro de un recipiente y una vez que se termina la
recoleccion dentro del lote se mezcla bien las sub-muestras y se
obtiene una muestra representativa de 1kg., aproximadamente, luego
se coloca en una funda previamente rotulada con la fecha y nombre

del lugar que se ha recogido la muestra y de qué cultivo se lo extrajo.
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ANEXO B

Protocolo de Aislamiento de Trichoderma a Partir de Muestras de Suelo.

1. Se tritura la muestra de suelo, hasta que este tenga el aspecto de

talco.

2. Este suelo ya triturado se lo pasa por tres tamices: el primero es de 10
mm aproximadamente, el segundo es de 2 mm aprox., y el tercero es
de 38 micras que es donde se queda el suelo. Se tiene que sacudir
para que las pequefias particulas de suelo caigan en una hoja o

recipiente.

3. Una vez tamizado el suelo se pesa 10 gramos y se los coloca en 90 ml

de agua destilada estéril, y se somete a agitacién por 20 minutos.

4. Después de este tiempo se deja reposar la suspension terrosa por 5

minutos.
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5. Transcurrido este tiempo se le da un ligero movimiento a la
suspension y se toma 1 ml de esta, y se la coloca en una caja petri

haciendo que esta se disperse por toda la caja.

6. Luego se le agregan 15 ml de medio aproximadamente., y se mueve
ligeramente, procurando que se combine con la suspension, esta caja
se tapa y se la deja solidificar, en aproximadamente 30 minutos. Esa

caja se denomina “caja madre”.

7. Cuando la caja madre se ha solidificado, se procede a realizar las
perforaciones con el sacabocados; en caso de prepararse mas de una
caja madre, el sacabocados debe limpiarse y flamearse varias veces

con alcohol.

8. Inmediatamente después de la perforacion se traslada las muestras a
las cajas hija (cajas stock con medio T), procurando dividir el total de
las muestras en 3 a 5 cajas. Se debe tener en cuenta que al momento
de colocar las muestras la parte o lado donde se encuentre algo de

tierra debe ir en contacto con el medio de la caja hija.
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9. Una vez preparadas, las “cajas hijas” deben sellarse con parafilm, se
flamea la superficie de la tapa de la caja procurando que ninguna de
las muestras se despegue del medio, luego se procede a colocarlas
boca abajo, con el fin de evitar que las gotas que se generen por
condensacion caigan en el medio, asi se evita cualquier tipo de

contaminacion, ya sea de otro tipo de hongo o bacteria.

10.Terminado de sellar las cajas, estas son colocadas en una funda
transparente e incubadas a 28°C en oscuridad. Al tercer dia deben
ser revisadas para verificar si hay algun tipo de proliferacion de hifas
blancas. Si es asi, se las saca a la luz para que se produzca

esporulacion. Si no se mantienen en la incubadora durante 5 dias.

Medio Trichoderma (T).

¢ Nitrato de Calcio 1.0 g
¢ Nitrato de Potasio 0.25¢
e Sulfato de Magnesio 0.25¢
e Fosfato de Potasio 0.25¢
e Cloruro de Calcio 01 g
e Acido Citrico 0.15¢g
e Sacarosa 10 g
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e Agua 1 L

e Agar 25 g/L

Luego se le afade:

e Sulfato de Estreptomicina 30 mg
e Ronilan-Benlate-benomyl 2.5 mg
e Alcohol Alilico 0.50 ml

Modo de Preparacion del Medio T.

e Los compuestos del medio T son se mezclan en 200 ml de agua, son
diluidos luego se lo lleva a 1000 ml y la mezcla es ajustada a pH de
4.5, y luego se le afiade el Agar.

e Se esteriliza el medio por 15 minutos a 124°C o 1 A° de presion.

e El medio una vez estéril se coloca en bafio Maria a 50°C y se le afiade
los antibioticos antes mencionados de manera estéril dentro de la

camara de flujo, luego se los dispensa en las cajas petri.

Nota: Ronillan se lo puede reemplazar con Benlate o Benomyl.
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Medio PDA.

Otra Medio que se puede emplear es PDA. Este se usa solo para preparar
las Cajas Madres. A este PDA se le puede agregar los antibioticos; esto se

lo realiza con el fin de ahorrar Medio T.

39 g. de PDA en 1 litro de agua.

Los antibidticos deben ser agregados en la misma forma como se lo hace en

el Medio T.
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ANEXO C

Protocolo de Liofilizacion para conservacién a partir de Cepas Puras de

Trichoderma.

e Cepas puras de los aislamientos esporuladas.

e Colocar 25 ml de agua destilada estéril y con la ayuda de un asa
se extrae tanto esporas e hifas tratando de no levantar el medio en

el que se encuentra creciendo el hongo.

e Esta suspension de esporas es colocada dentro de un recipiente
de liofilizacion y colocado en el liofilizador (LAB CONCO Frezzy
Dry System/Free Zone 4.5 ) a 133x10™ MBar a una temperatura de

— 55°C, por 24 horas.

e Una vez transcurrido este tiempo se obtiene esporas viables las
cuales son colocadas en tubos estériles, dentro de la camara de

flujo.

e Conservar en refrigeracion a 4°C.

Protocolo de Liofilizacion para realizar extraccion de ADN a partir de

cepas puras de Trichoderma.
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De la misma manera se partié para la fermentacion liquida.

Dentro de la caja con la cepa pura se coloca 10 ml de agua destilada

estéril.

Se procede con la ayuda de un asa de platino a desprender las
estructuras del aislamiento, tratando de no tomar el medio en el que

crecio el hongo.

A partir de esta suspension de estructuras se coloca 10 ml por 100 ml
de PDB (Papa dextrosa Broth), el cual es colocado en incubacion a

temperatura ambiente con agitacion a 120 rpm por 4 dias.

Posterior a la fermentacién liquida, las hifas producidas en esta etapa
se recolectan en un filtro y se colocan en los recipientes de

liofilizacion.

Las muestras fueron liofilizadas por 24 horas a 133x10° MBar a una

temperatura de -55°C.

Los aislamientos liofilizados se colocan en un tubo estéril y se

conservan refrigerados a 4°C, hasta su uso en la extraccion de ADN.
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ANEXO D

Protocolo de Caracterizacién de Cepas de Trichoderma Mediante
Microscopio.

Mediante este método se puede determinar con qué cepas de Trichoderma

se cuenta luego del Aislamiento:

a. Dentro de la camara de flujo laminar, una cepa pura de Trichoderma
de alrededor de 5 dias de sembrada, en condiciones de incubacién de
28°C, cuando la cepa inicie la esporulacion se toma una muestra de

micelio blanco algodonoso esporulado.

b. La muestra de micelio es colocada en una placa porta objeto, la cual
previamente se le ha colocado una gota de azul de metileno, el micelio

del hongo es distribuido a través de la placa porta objeto.

c. Una vez que tenemos el colorante tratando de cubrir toda la muestra
gue se encuentra disgregada en la placa le colocamos la placa cubre-

objetos.
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d. Realizado los pasos anteriores sacamos la placa de la camara de flujo
y la colocamos en el microscopio Carl Zeizz Axioskop 2 Plus utilizando
el objetivo de 40X y 100X (con aceite de inmersion), procediendo a la

medicion en micras de cada una de las estructuras del hongo.
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ANEXO F

Protocolo de Extraccion de DNA de Trichoderma.

(Combinacion modificada de los protocolos de Dellaporta et al 1983 y

Aljanabi y Martinez 1997).

1. Se toma 50 mg de tejido liofilizado o de 100 a 300 mg de tejido fresco.

2. Pulverizar en un mortero el tejido fresco con nitrégeno liquido y

transferir a un tubo eppendorf de 2 ml.

3. Adicionar 1 ml del buffer de extraccidon (concentracion final):

100 mM Tris pH 8

50 mM EDTA

500 mM NacCl

10 mM RB-ME (0.7 pl de 99.9% de pureza)

2% PVP 10.000
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. Adicionar 80 pl (53 ul), 20% (30%) SDS (1.32% de la reaccion final),
mezclar con vortex unos segundos, y luego incubar por 10 minutos a

55°C en bafo Maria.

. Adicionar 330 pl de 5 M de K-Ac (Acetato de Potasio 1.17 M final),
mezclar con vortex brevemente, Centrifugar por 10 minutos a 12000

rpm a 4°C.

. Tomar el sobrenadante (SN) evitando tomar la segunda fase que se

forma dentro del tubo después de la centrifugacion.

. Adicionar 750 pul de 6 M NacCl, vortex por 30 segundos.

. Agregar RNAsa (200 pg/ml concentracion final) al SN e incubar por 15

minutos a 37°C.

. Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C y transferir el SN a un

nuevo tubo eppendorf (resistente a cloroformo).
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10. Adicionar vol/vol de cloroformo:isoamilalcohol (24:1) e invertir muchas
veces el tubo; centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos a 4°C, y transferir

la fase acuosa superior (SN), a un nuevo tubo.

11. Adicionar un volumen igual de isopropanol al SN, mezclar bien e
incubar las muestras a - 20°C minimo 30 minutos (menos tiempo a
menos temperatura). Las muestras pueden dejarse en - 20°C toda la

noche, dejando que precipite el DNA.

12. Centrifugar a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C.

13.Lavar el precipitado con etanol al 70% (Centrifugar a 12000 rpm por 5

minutos a 4°C) y secar brevemente.

14.Disolver el precipitado en 300 a 500 pl de agua Ultra Pura o Buffer TE

(Tris — EDTA).

15.Determinar la concentracion y calidad del DNA mediante un gel de

agarosa al 1,2 %.
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ANEXO G

PROTOCOLO DE PCR.

PCR -ITS MIX
Concentracion Final 1 Reaccion
10 X PCR Buffer 1X 2.5ul
DNTPs 0.25 mM 0.5 ul
Mg CI2 3.5mM 1.75 pl
Primer X 0.5 mM 1.25 ul
Primer Y 0.5mM 1.25 ul
DNA 1.5 pl
TAQ 1U 0.2 ul
Agua 16.05 pl
Total 25 ul
UP-PCR MIX
Concentracion Final 1 Reaccion
10 X PCR Buffer 1X 2.5ul
DNTPs 0.4 mM 0.5 ul
Mg CI2 3.5mM 1.75 pl
UP-Primer 10 mM 1.25 ul
DNA 1.5 pl
TAQ 1U 0.1l
Agua 17.04 pl
Total 25l
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MIX DE DIGESTION CON ENZIMA Mbol.

Concentracion Final 1 Reaccion
Producto PCR - 10 pl
Enzima 2U 0.2 ul
Buffer 1X 2ul
Agua - 7,8 ul
Total - 20
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