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RESUMEN

Desde el afio 2012, cultivos de mora de la provincia de Tungurahua que presentan sintomas de la
enfermedad del pie negro que produce marchitez, son tratadas con Trichoderma spp. El objetivo
del presente trabajo fue caracterizar la comunidad fangica de la rizosfera de plantas de mora de
Castilla tratadas y no tratadas con Trichoderma spp., como tratamiento para la enfermedad del pie
negro, ocho muestras fueron recolectadas de la rizosfera de cultivos de mora de Tisaleo, se extrajo
ADN del suelo mediante un kit y se realizo secuenciacién masiva de ITS, adicionalmente se aislé
Trichoderma de las muestras y se realizd dos ensayos de antagonismo enfrentando a T. asperellum
y T. hamatum contra especies de Ilyonectria y Dactylonectria asociados con esta enfermedad en la
mora, en el cual se obtuvo como resultado a las 144 horas un porcentaje de inhibicion de
crecimiento radial en promedio de 45,50 %. Después del procesamiento bioinformatico de las
secuencias se obtuvo como promedio 125.254,5 secuencias por muestra, las cuales fueron
agrupadas por unidad taxonémica operativa en 289 distintos OTUs, a partir de los cuales se
elaboraron perfiles taxondmicos. Adicionalmente, se asigno el grupo tréfico al que pertenecen y se
encontrd que el mayor porcentaje de hongos patrotrofos, 38,1 %, pertenece a la muestra de suelo
de planta con sintomas de enfermedad y con tratamiento de Trichoderma y el mayor porcentaje de
hongos saprofitos, 75,4 %, se encuentra en la muestra de suelo de planta sin sintomas de
enfermedad y con tratamiento de Trichoderma.

PALABRAS CLAVE:

e TRICHODERMA

e PERFILES TAXONOMICOS
e GRUPOS TROFICOS

e FITOPATOGENOS

e ANTAGONISMO
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ABSTRACT

Since 2012, blackberry crops from the province of Tungurahua that show symptoms of the disease
of the black foot that produces wilting, are treated with Trichoderma spp. The objective of the
present work was to characterize the fungal community of the rhizosphere of blackberry plants
treated and not treated with Trichoderma sp., As a treatment for the disease of the black foot, eight
samples were collected from the rhizosphere of blackberry cultures of Tisaleo , DNA was extracted
from the soil and next generation sequencing ITS was performed, Trichoderma was isolated from
the samples and two antagonism assay were carried out T. asperellum and T. hamatum against
species of Ilyonectria and Dactylonectria associated with the black foot disease in the blackberry,
which resulted after 144 hours a percentage of inhibition of radial growth an average of 45.50 %.
After the bioinformatic processing of the sequences, an average of 125,254.5 sequences per sample
were obtained, which were grouped by operational taxonomic unit in 289 different OTUs, from
which taxonomic profiles were elaborated. Additionally, the trophic group to which they belong
was assigned and it was found that the highest percentage of pathotrophic fungi, 38.1 %, belongs
to the sample of plant soil with symptoms of disease and with Trichoderma treatment and the
highest percentage of saprotrophic fungi, 75.4 %, is found in the sample of plant soil without

symptoms of disease and with Trichoderma treatment.
KEY WORDS:

e TRICHODERMA

e TAXONOMIC PROFILING
e TROPHIC GUILDS

e PHYTOPATHOGENS

e ANTAGONISM



CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Formulacion del Problema

La enfermedad del pie negro fue descrita por primera vez en 1961, es una grave enfermedad
que afecta a la produccion de varios cultivos (Agusti & Armengol, 2013). Se caracteriza por la
marchitez de la planta, lesiones necroticas que se desarrollan a traves de la corteza y la vasculatura

de las raices y la base del tallo, clorosis foliar y rizado en las puntas de las hojas (Iturralde, 2017).

Desde el afio 2010, cultivos de mora en las provincias de Tungurahua y Bolivar empezaron
a presentar sintomas de la enfermedad del pie negro, que produce marchitez en las plantas de mora.
Segun lturralde, (2017) especies de Dactylonectria e Ilyonectria estan asociados con esta

enfermedad en la mora de Castilla.

En estudios previos se ha investigado el efecto de Trichoderma spp. en cultivos con
sintomas de la enfermedad de pie negro (Rivadeneira,2016). En 1794, Persoon propone por primera
vez a Trichoderma como género, cuatro especies son descritas, T. viride, T. nigroscens, T. aureum
y T. roseum. En 1969, Rifai desarroll6 una clave de identificacidn, hizo el primer agrupamiento en
especies agregadas que se utiliza hasta el presente (Martinez, Infante, & Reyes, Trichoderma spp.

y su funcion en el control de plagas en los cultivos, 2013).

El potencial de Trichoderma como agente bioldgico fue reportado por Weindling en 1932.

En su trabajo, Weindling, describe en detalle el micoparasitismo de un hongo patégeno



(Rhizoctonia solani) por las hifas de Trichoderma lignorum, ademéas también describe un
antibiotico que resulta toxico para varios hongos y lo nombra Gliotoxina. En los afios siguientes,
resultados similares fueron reportados por varios fitopatologos (Howell, 2003; Kumar, y otros,

2017).

Las funciones ecoldgicas de Trichoderma spp. en la rizosfera son muy amplias debido al
intercambio y reconocimiento de sefiales entre el hongo y plantas que pueden alterar aspectos
fisioldgicos y bioguimicos en ambos (Contreras H. , Macias, Del-Val, & Larsen, 2016). La
rizosfera es considerada uno de los ecosistemas mas complejos en la Tierra, por su diversidad y
complejidad microbiolégica, 1g-1 de suelo puede contener méas de 10 billones de microorganismos,

de los cuales solamente el 1 % puede ser aislado por técnicas convencionales de cultivo.

1.2 Justificacién del Problema

La mora de Castilla (Rubus glaucus Benth), es un cultivo de importancia econémica en el
Ecuador, donde se reportan alrededor de 5247 ha de mora. En la provincia de Tungurahua, el
cultivo de mora es una de las principales actividades del sector agricola, aproximadamente el 60 %
de la produccion nacional es cultivada en esta provincia (Produccion de mora, un potencial en

Tungurahua, 2017).

En el 2012, el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), desarrollé
como parte del Programa de Fruticultura Sierra- Central, un ensayo en el cual suelos de cultivo de
mora fueron tratados con Trichoderma spp. estos trabajos estuvieron orientados a dar alternativas

tecnoldgicas para el manejo limpio y organico del cultivo de la mora.



En la presente investigacion se pretende determinar perfiles taxondmicos de muestras del
suelo previamente mencionados, para establecer los efectos que causa la aplicacion de Trichoderma
sobre la microbiota del suelo y determinar las diferencias en las comunidades fungicas de suelos

tratados y no tratados.

1.3 Objetivos de la Investigacion

1.3.1 Obijetivo general

Caracterizar la comunidad fungica de la rizosfera de plantas de mora de Castilla, tratadas y

no tratadas con Trichoderma spp. como tratamiento para la enfermedad de pie negro.

1.3.2 Objetivos especificos

e Determinar los perfiles taxondmicos de cada una de las muestras de suelo.

e Comparar la composicion fangica de las diferentes muestras de acuerdo a su clasificacion

en grupos troficos.

e Establecer la presencia de especies de Trichoderma en el suelo y determinar su capacidad

inhibitoria frente a hongos asociados con la enfermedad de pie negro.



1.4 Marco Teorico

1.4.1 Mora de Castilla (Rubus glaucus Benth)

1.4.1.1  Origeny Resefa Historica

La mora de Castilla es un frutal andino nativa de climas frios y moderados, descubierta por
Hartw en 1840, quien la recolectd por primera vez en las laderas del Pichincha (Ecuador) y descrita
por Benth en 1845. Se encuentra distribuido en las zonas altas de Centro y Sur América. En Ecuador
se encuentra en la region andina, desde los 1500 a 3500 msnm (Plantas Nativas de la Hoya de

Quito, 2016, Martinez, Vasquez, Viteri, Jacome, & Ayala, 2013).

En Ecuador es un cultivo de gran importancia econémica, existen alrededor de 5247 ha de
mora cultivadas, distribuidas en las provincias de Cotopaxi, Tungurahua, Bolivar, Chimborazo,

Pichincha, Imbabura y Carchi (Martinez, Vasquez, Viteri, Jacome, & Ayala, 2013).

1.4.1.2  Generalidades y Taxonomia

La mora es un arbusto de vegetacion perenne y naturaleza trepadora, puede alcanzar los 3
metros de altura. El fruto esta compuesto por drupas pequefias (Figura 1) de color purpura cuando
estan maduros, rico en vitaminas, minerales y gran actividad antioxidante. La planta de mora
comienza a fructificar a los 6 u 8 meses despues de la siembra (Freire, 2012, Plantas Nativas de la

Hoya de Quito, 2016).



Figura 1. Mora de Castilla.
Cultivo en Tisaleo-

Tungurahua.
Taxonomia de la mora de Castilla.
Tabla 1
Taxonomia de la mora de Castilla.
Reino Vegetal
Division Antofita
Clase Dicotiled6nea
Subclase Arquiclamidea
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Género Rubus
Subgéneros Eubatus (Rubus glaucus Benth), Idaeobatus, Orobatus, 9 Subgéneros mas.
Especies R. loxensis, R. azuayensis, R. acanthophyllos, R. coriaceus, R. laegaardii, R.
(Presentes en glabratus, R. roseus, R. nubigenus, R. compactus, R. ellipticus, R. niveus, R.
Ecuador) glaucus, R. megalpcoccus, R. adenothallus, R. peruianus, R. bogotensis, R.

adenotrichos, R. killipii, R. floribundus, R. boliviensis, R. urticifolius.

Nota: Fuente: Mejia, (2011).



1.4.1.3  Enfermedad del Pie Negro

La enfermedad de pie negro en Rubus glaucus, se caracteriza por la marchitez, la cual se
origina de una pudricién severa de la raiz. Tolosa (2015) afirma que “los agentes causales de esta
enfermedad son maltiples y diversos y estan en continua reevaluacion taxonémica”, se encuentran
incluidos dentro del género Campylocarpon, “Cylindrocarpon”, Cylindrocladiella, llyionectria y

Dactylonectria (Iturralde, 2017; Agusti & Armengol, 2013).

Se la considera una enfermedad transmitida por el suelo, especialmente en sitios donde
puede haber agua estancada durante tiempos significativos. Las heridas de poda en las partes altas
de las plantas no se consideran sitios potenciales de entrada para estos hongos, aunque puede haber
heridas a nivel del suelo. No se ha relacionado a ningun insecto como vector para propagar la

enfermedad (Bonfiglioli, 2006).

Los sintomas caracteristicos de la enfermedad del pie negro incluyen una reduccion en la
biomasa de la raiz, pelos radiculares con lesiones necroticas, el didmetro del rizoma disminuye,
internamente la médula del cilindro vascular de la raiz muestra una decoloracién negra y necrosis
del tejido. Los sintomas externos muestran troncos de menor tamafio, follaje escaso, hojas pequefias

con clorosis y necrosis intervenales (Agusti & Armengol, 2013).

En Ecuador, se han presentado sintomas de la enfermedad del pie negro en las plantaciones
de mora de Castilla desde el 2010. Durante el 2017, en las provincias de Tungurahuay Bolivar esta
enfermedad tuvo una incidencia del 13,3 % lo que provoco una significante pérdida econdémica a
los agricultores. (Comunicacion personal, William Viera Director del programa de Fruticultura del

INIAP)



1.4.2 Trichoderma

1.42.1  Generalidades y Taxonomia

El género Trichoderma comprende un gran namero de especies de hongos, las cuales son
colonizadoras de materiales celuldsicos y por lo general se encuentran en cualquier lugar donde
esté disponible material vegetal en descomposicion y también en la rizosfera de plantas donde
pueden inducir resistencia sistémica contra patdgenos. Se caracterizan por un crecimiento rapido,
principalmente conidios de color verde brillante y una estructura de conidiéforos repetidamente

ramificada como se observa en la figura 2 (Schuster & Schmoll, 2010).

Figura 2. Trichoderma asperellum.
Nota: Fuente: Andermatt Biocontrol, (s.f.)

El género Trichoderma se ubica taxondmicamente de la siguiente manera.



Tabla 2

Taxonomia de Trichoderma.
Reino Fungi
Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Trichoderma

Nota: Fuente:
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesReco
rd.asp?RecordID=461012. Recuperado: mayo
2019.

Las especies del género Trichoderma son considerados como agentes potenciales para
control biolégico desde 1930 (Howell, 2003). Por lo que en la actualidad se comercializa
formulados de varias especies de Trichoderma los cuales al ser liberados en la rizosfera ejercen un
efecto positivo en el crecimiento de las plantas y su nutricion, ademas inducen resistencia contra

microorganismos patdgenos (Contreras, Macias, del Val, & Larsen, 2016; Reino, Guerrero,

Hernandez, & Collado, 2008).

Las propiedades antagénicas de este género contra algunos fitopatdégenos se deben a la
activacion de mecanismos como son la competencia por el espacio y nutrientes, el micoparasitismo
y la antibiosis (Howell, 2003; Harman, 2005; Verma, Brar, Tyagi, Surampalli, & Valéro, 2007;

Infante, Martinez, Gonzalez, & Reyes, 2009).



1.4.2.1.1 Competencia por espacio y nutrientes
Segun Infante et al. (2009) la competencia consiste en “ el comportamiento desigual de dos
0 MAas organismos ante un mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando la
utilizacion de este por uno de los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible para los

demas” (p. 15).

Comparado con otros microorganismos, los hongos del género Trichoderma tienen mayor
capacidad de movilizarse y tomar los nutrientes del suelo, debido a su potencial de transformar
cualquier azicar en ATP (Benitez, Rincon, Limén, & Coddn, 2004). Ademas, para la mayoria de
hongos el consumo de hierro es necesario para su viabilidad, los hongos de Trichoderma spp.
pueden apoderarse de los iones de hierro mediante la liberacién de compuestos quelantes altamente
eficientes llamados sideroforos lo que provoca que el crecimiento de otros hongos se detenga

(Benitez, Rincon, Limon, & Coddn, 2004; Verma, Brar, Tyagi, Surampalli, & Valéro, 2007).

1.4.2.1.2 Micoparasitismo
Es un ataque directo de un hongo hacia otro hongo, el mecanismo de micoparasitismo
empleado por algunas especies de Trichoderma es complejo e incluye crecimiento directo y
enrollamiento hacia la hifa del hongo patégeno y la produccion de enzimas extracelulares
(quitinasas, glucanasas, proteasas) que segun Verma et al. (2007) son un factor clave en la lisis de

la pared celular de las hifas del hongo patdgeno.

1.4.2.1.3 Antibiosis
Trichoderma spp. tiene la capacidad de producir compuestos anti microbianos de bajo peso

molecular que inhiben el crecimiento o provocan la muerte del patdgeno que se encuentra proximo
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al area de crecimiento de Trichoderma. (Benitez, Rincon, Limén, & Coddn, 2004;Verma, Brar,

Tyagi, Surampalli, & Valéro, 2007)

Segun Adnan, et al. (2019), tres tipos de metabolitos secundarios son producidos por
Trichoderma; antibidticos volatiles, compuestos solubles en agua y peptaiboles. Cada especie de
Trichoderma produce metabolitos volatiles y no volatiles con actividad antibiética, algunos
ejemplos son mencionados por Reino, Guerrero, Hernandez, & Collado (2008) como son:
antraquinonas, peptaiboles, terpenos volatiles, daucanos sesquiterpenos, pironas simples, acido

heptelidico y sus derivados, azapilones, entre otros.

1.5 Hipdtesis

Existen diferencias significativas en la composicion de la comunidad fungica de la

rizosfera de mora de Castilla tratada o no tratada con Trichoderma spp.



11

CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1 Zona de estudio

El presente estudio involucro dos fases:

2.1.1Trabajo de campo

La obtencion de las muestras se realizd en campos de cultivo de mora de Castilla (Rubus
glaucus Benth), que forman parte del Programa de Fruticultura Sierra- Central, del INIAP, en el
canton Tisaleo, provincia de Tungurahua, con coordenadas: 01°21'30"S 078°39'30"W, a

3120m.s.n.m.

Figura 3. Campos de cultivo de mora de Castilla. Tisaleo,
provincia de Tungurahua.
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2.1.2 Trabajo de laboratorio

El trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de Diagnostico Molecular 1Dgen,
que se encuentra ubicado en la Av. De los Granados y Av. Gral. Eloy Alfaro, con coordenadas:

0°09'56.1"S 78°28'07.7"W.

2.2 Procedimientos

2.2.1 Toma de muestras.

Se recolectaron muestras de suelo en cultivos de mora de Castilla en Tisaleo, provincia de

Tungurahua.

Para la toma de muestra se utilizd, con ciertas modificaciones, la metodologia descrita por
Bach, Williams, Hargreaves, (2018), en la cual se utiliza un muestreador tubular de suelos de 5,5
cm de diametro y se lo introduce aproximadamente a 20 cm de profundidad para tomar muestras
de la rizosfera. Se extrajeron 5 nlcleos de suelo por cada muestra, se los almacen6 en fundas
estériles resellables y con hielo en una nevera portatil hasta llegar al laboratorio, donde las muestras

fueron almacenadas a 4°C.

Las muestras de rizosfera fueron recolectadas de forma aleatoria, se obtuvo 4 muestras de
plantas con sintomas de la enfermedad de pie negro (2 con tratamiento de Trichoderma y 2 sin
tratamiento) y 4 muestras de plantas sin sintomas de enfermedad (2 con tratamiento de Trichoderma

y 2 sin tratamiento).



Tabla 3

Caodigo utilizado en las muestras

Cadigo
TE1
TE2
TS1
TS2
NE1
NE2
NS1

NS2

Descripcion

Planta con sintomas de enfermedad de pie negro, con tratamiento de Trichoderma. 1ra repeticion.
Planta con sintomas de enfermedad de pie negro, con tratamiento de Trichoderma. 2da repeticion.
Planta sin sintomas de enfermedad, con tratamiento de Trichoderma. 1ra repeticion.

Planta sin sintomas de enfermedad, con tratamiento de Trichoderma. 2da repeticion.

Planta con sintomas de enfermedad de pie negro, sin tratamiento de Trichoderma. 1ra repeticién.

Planta con sintomas de enfermedad de pie negro, sin tratamiento de Trichoderma. 2da repeticion.

Planta sin sintomas de enfermedad, sin tratamiento de Trichoderma. 1ra repeticion.

Planta sin sintomas de enfermedad, sin tratamiento de Trichoderma. 2daa repeticion.

2.2.2 Extraccion de DNA de suelo.

13

El suelo fue homogenizado y cribado en un tamiz de 250 um. Para la extraccion de DNA

del suelo se utilizd 0,25 gramos del suelo que pasé a través del tamiz, con el kit de extraccion:

SurePrep Soil DNA Isolation Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo 1.)

Para cuantificar la concentracion y los radios de pureza del DNA se utilizo el

espectrofotdbmetro NanoDrop 8000 UV-Vis.

Los DNA extraidos de cada muestra fueron enviados a Macrogen Inc. en Korea, para que

realicen la secuenciacion de siguiente generacion, con la amplificacion de la regiéon ITS con los

primers ITS3F e ITS4R para dar un producto de 462 pares de bases.
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2.2.3 Procesamiento de las secuencias

El analisis Bioinformatico se realizé en el cluster de alto rendimiento la Universidad de las
Fuerzas Armadas. En primer lugar, se realizd una limpieza de las secuencias obtenidas con el
programa Trimmomatic-0,36, donde se eliminaron secuencias de mala calidad y las secuencias
correspondientes a los adaptadores usados en la secuenciacion con la plataforma Illumina, para
datos paired-end son necesarios dos archivos de entrada, la secuencia forward y reverse, se obtiene
4 archivos de salida, 2 archivos “paired” para las secuencias pareadas donde ambas secuencias
permanecen después del procesamiento y dos archivos de salida ‘unpaired’ donde solamente
persiste una secuencia. Las secuencias forward y reverse “paired” fueron empalmadas con la
herramienta bbmerge, para la obtencion de una Tabla de OTUs (unidad taxonémica operativa) se
agrupé y contabilizé la abundancia de secuencias idénticas con el comando Swarm de la
herramienta VSEARCH vy las quimeras fueron eliminadas mediante el algoritmo Uchime. Las
secuencias no quiméricas fueron asignadas taxondmicamente utilizando el algoritmo BLASTN al
97 % de identidad con la base de datos UNITE ITS + Oomycota. Para la visualizacién de resultados
se empled la herramienta Kronatools, la cual genera un archivo en formato .html que puede ser

visualizado usando cualquier navegador.

La normalizacion de la abundancia de las secuencias se realizo en R, utilizando el paquete
metagenomeSeq’s CSS, ademas se descarto a los OTUs presentes en menos de 2 muestras y/o con

abundancia menor a 10.

De 289 OTUs, con el programa FUNGuild asigndé un grupo tréfico a 242 OTUs,

correspondiente al 83,7 %, de los cuales Unicamente se utilizaron para los siguientes analisis los
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que tenian un nivel de confianza de “Probable” y “Altamente Probable” es decir 157 OTUs (Tabla

9, Anexos).

2.2.4 Aislamiento de Trichoderma

2.2.4.1 Preparacion de la muestra

Las muestras de suelo fueron homogenizadas y tamizadas. Se pes6 10 g de cada muestra,
con dos repeticiones por cada una. Siguiendo el protocolo de Aislamiento de Hongos facilitado por
el Laboratorio de Diagndstico Molecular IDgen (Anexo 2), se realizaron 4 diluciones seriadas por

muestra.

2.2.4.2 Preparacion del medio

Se prepardé 700 ml de PDA con Captan al 1 % y cloranfenicol. EI medio fue dispensado en

32 cajas Petri.

2.2.4.3 Siembra

Se rotularon las cajas Petri y en cada una se colocé 1 ml de la solucion diluente con la
muestra de suelo y con ayuda del asa de Drigalski se extendié la muestra liquida sobre la superficie

de la caja Petri.

Se incubd las cajas por 15 dias y se realizé tincion con azul de metileno de los cultivos.
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2.3 Extraccion de DNA de cultivos de Trichoderma aislado.

Para la extraccion de DNA de los cultivos de Trichoderma se utilizd el protocolo

“Extraccion de DNA de bacterias y hongos” modificado por Jarrin, F. (Anexo 3).

2.4 Amplificacién de DNA mediante PCR.

Se amplifico la region ITS, para lo cual se utilizé los primers: Primer F ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) y Primer R ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC), generando
un fragmento de DNA amplificado de aproximadamente 600 bp. Se siguid el protocolo descrito en
Amplification and direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. In PCR

protocols: A guide to Methods and Applications (1990).

Los productos de PCR de los cultivos de Trichoderma aislados del suelo, fueron enviados
a secuenciar en la compafiia Macrogen Inc. en Korea, para su posterior purificacidn y secuenciacion
mediante el método Sanger. Los resultados fueron analizados en el software Geneious 10.0.8,
donde se ensamblaron las secuencias forward y reverse y se obtuvo la secuencia consenso. Estas

secuencias fueron analizadas en la base de datos del NCBI, mediante la herramienta BLASTN.

2.5 Ensayo de antagonismo.

Se realizaron dos ensayos de antagonismo, en el primer ensayo se utilizaron dos cepas
aisladas de Trichoderma frente a tres especies de Ilyonectria: I. vredenhoekensis, I. venezuelensis
e |. robusta, en el segundo ensayo de antagonismo se utilizd una cepa comercial de Trichoderma

asperellum facilitada por el INIAP frente a I. venezuelensis, 1. robusta y Dactylonectria torresensis.
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Se siguid el protocolo descrito en “Antagonismo in vitro de aislamientos de Trichoderma
asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg frente a Sclerotium rolfsii Sacc” (2017), en el cual se
evallla competencia por espacio entre los dos hongos. El porcentaje de Inhibicion del Crecimiento

radial se determind con la siguiente formula:

donde:

rl - Crecimiento radial de la colonia en el control.

r2 - Crecimiento radial del aislamiento patégeno enfrentado al antagonista.

2.6 Andlisis Estadistico

Se realizo6 una prueba de Duncan al 5 % de significancia para analizar la diferencia

existente entre tratamientos, mediante el programa InfoStat version 2018.
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CAPITULO I11: RESULTADOS

3.1 Extraccion DNA del suelo

Una vez concluido el protocolo de extraccién de DNA de las muestras de suelo, se corrié
un gel de electroforesis con los ADN para comprobar su presencia (Figura 4), ademas se midié las

concentraciones de cada ADN, obteniéndose un rango entre 36-130,2 ng/uL (Tabla 4).

TIE T2E T1S T2S NIE N2E 'NiS N2S

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1 %.

Tabla 4
Concentracion de cada muestra de ADN, medido en el
espectrofotometro NanoDrop 8000 UV-Vis.

Muestra Concentracion ng/uL Muestra ~ Concentracion ng/uL
T1E 130,2 N1E 36,0
T2E 90,6 N2E 54,8
T1S 70,4 N1S 39,8

T2S 56,5 N2S 60,6



3.2 Procesamiento de las secuencias

3.2.1 Secuenciacién de segunda generacién NGS
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Con la secuenciacién Illumina se obtuvo un promedio de 505.513 lecturas totales por

muestra, el porcentaje de guanina- citocina estuvo en un rango de 49,10 y 51,433 y la proporcion

de bases con un puntaje de calidad mayor a 30 es en promedio de 81,42 % (Tabla 5).

Tabla b

Datos de la secuenciacion

Muestra

NS1
NS2
NE1
NE2
TS1
TS2
TE1
TE2

Nota: La primera columna corresponde al nombre de la muestra, Bases de
lectura totales (bp) al nimero total de bases secuenciadas, lecturas totales, GC

% el contenido de guanina- citocina, Q20 % y Q30 % la proporcion de bases

Bases de lectura
totales (bp)

159°463.780
146°463.807
147°604.470
155°649.412
138°303.484
155°529.686
162°915.098

149°225.149

Lecturas
totales

530.314
490.180
491.182
517.770
459.776
517.054
541.614

496.214

GC (
%)

50,959
49,109
49,966
50,280
49,538
50,057
49,483

51,433

que tienen un puntaje de calidad mayor a 20 y 30.

Q20(%)

90,823
91,589
91,233
91,134
91,069
91,663
91,587

90,277

Q30(%)

80,834
81,948
81,505
81,412
81,296
82,205
82,124
80,017

Después de la limpieza de las secuencias y su empalme se obtuvo en promedio 203451

secuencias, es decir, se conservo aproximadamente el 40 % de las secuencias crudas, al eliminar
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las secuencias quiméricas se obtuvo en promedio 196.862 secuencias que representa el 39 % de las
secuencias originales y al hacer la asignacion taxondmica en promedio se obtuvo 125.254,5
secuencias por muestra lo que representa Unicamente el 24 % de las secuencias crudas. Las
secuencias asignadas fueron agrupadas por unidad taxonémica operativa en 289 distintos OTUs, el
mayor nimero de OTUs fue de 137 y se encontrd en la muestra de planta con sintomas de

enfermedad y tratamiento de Trichoderma (TE).

3.3. Perfiles Taxondmicos y diversidad

A partir de la tabla de OTUs se elaboraron los perfiles taxonémicos (Figura 5) en los cuales
se encontré que en la comunidad fangica el phylum mas abundante con 71,0 % es el de los
Ascomicetos, seguido por 17,0 % de Mortierellomicetos y 11,0 % de los Basidiomicetos, se
encuentran tambien otros phyla con menos del 1,0 % como son Mucoromycota, Glomeromycota,
Rozellomycota, Aphelidiomycota, entre otros, las diferencias entre tratamientos no son

significativas.
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unidentified 0.5% .

Aphelidiomycota 0.4% .

Mucoromycota 0.2% .

Chytridiomycota 0.2% .

Blastocladiomycota 0.02% .
Kickxellomycota 0.01% .

Rozellomycota 0% .

Glomeromycota 0% .

Figura 5. Filos presentes en las muestras de suelo.

Ademas, se encontrd 43 géneros principales (Figura 6) es decir que al menos representan
el 0,1 % del total. Entre estos géneros destaca la presencia del género Ascobolus con un promedio
de 26,03 %, seguido por 16,9 % del género Mortierella, que es mayor en la muestra de suelo de

planta sana sin tratamiento de Trichoderma (NS) que en las otras muestras (p<0,05).
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Tratamiento
. Acremonium |:| Alternaria |:| Apiotrichum |:| Ascobolus |:| Aspergillus
. Candida I:‘ Chaetomium I:‘ Chrysosporium I:‘ Conocybe . Coprinellus
. Dactylonectria |:| Exophiala |:| Funneliformis |:| Fusarium |:| Geomyces
. Gibberella I:‘ Guehomyces . Holtermanniella I:‘ Hyphodontia I:‘ Ihyonectria
. Madurella |:| Metarhizium . Minimedusa . Mortierella |:| Mucor
. Myceliophthora . Penicillium I:‘ Phialophora I:‘ Plectosphaerella I:‘ Podospora
l:‘ Preussia . Psathyrella |:| Pseudaleuria |:| Pyrenochaeta |:| Rhexocercosporidium
. Schizothecium . Scolecobasidium I:‘ Scopulariopsis I:‘ Solicoccozyma I:‘ Talaromyces
l:‘ Thielavia . Trichoderma |:| Vishniacozyma

Figura 6. Porcentajes acumulados de los 43 géneros principales encontrados, comparacion entre
muestras tratadas con Trichoderma y muestras sin tratamiento.

Al comparar entre los cuatro tratamientos se encontr6 que la muestra TS tiene mayor

abundancia de hongos del género Ascébulus,31,6 % y la muestra NS tiene una abundancia de 24,9

% de hongos del género Mortierella que es mayor con respecto a los otros tratamientos y ademas

es el género con mayor abundancia en esta muestra (Figura 7).
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Tratamiento
. Acremonium l:‘ Alternaria l:‘ Apiotrichum |:| Ascobolus l:‘ Aspergillus . Candida
l:‘ Chaetomium l:‘ Chrysosporium l:‘ Conocybe . Coprinellus . Dactylonectria l:‘ Exophiala
l:‘ Funneliformis l:‘ Fusarium l:‘ Geomyces . Gibberella l:‘ Guehomyces . Holtermanniella
l:‘ Hyphodontia l:‘ Ilyonectria . Madurella |:| Metarhizium . Minimedusa . Mortierella
l:‘ Mucor . Myceliophthora . Penicillium |:| Phialophora l:‘ Plectosphaerella l:‘ Podospora
l:‘ Preussia . Psathyrella l:‘ Psendaleuria |:| Pyrenochaeta l:‘ Fhexocercosponidium . Schizothecium
. Scolecobasidium l:‘ Scopulariopsis l:‘ Solicoccoryma |:| Talaromyces l:‘ Thielavia . Trichoderma
l:‘ Vishniacozryma

Figura 7. Porcentajes acumulados de los 43 géneros principales encontrados,
comparacion entre muestras tratadas con Trichoderma con sintomas y sin sintomas de
enfermedad y muestras sin tratamiento con sintomas y sin sintomas de enfermedad.

Se realiz6 una comparacion entre tratamientos de tres géneros de hongos importantes para
este estudio, Trichoderma, Dactylonectria, llyonectria. Hongos del género Trichoderma utilizados
como agente de control bioldgico se encuentran presentes en las muestras de los cuatro
tratamientos, la abundancia relativa es mayor en la muestra de suelo de planta enferma con
Trichoderma (TE) y es menor en la muestra de suelo de planta sana con tratamiento de Trichoderma

(TS), no se encuentran diferencias significativas.
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Con respecto a los géneros patégenos relacionados con la enfermedad de pie negro,
Dactylonectria e llyonectria, se encuentran presentes en mayor cantidad en la muestra de plantas

enfermas con tratamiento de Trichoderma (TE).

1,104

0,84

0,58

Mbundancia Relatrea

0,31

Tratamiento

Ii Dactylonsctria || Iyonsctria  [J] Trichoderma |

Figura 8. Abundancia relativa de Trichoderma, Dactylonectria, llyonectria en los cuatro

tratamientos.
Nota: Barras con una letra comdn no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Se realiz6 una comparacion de la presencia de los géneros patégenos entre las muestras con
sintomas de enfermedad y sin sintomas de enfermedad, no se encontraron diferencias significativas,

sin embargo, al comparar con respecto al tratamiento con Trichoderma y sin Trichoderma (Figura
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9), se encuentra que es mayor la presencia del género Dactylonectria en las muestras con

tratamiento de Trichoderma, esta diferencia es significativa (p<0,05).

0,851
B

0,69
:":‘:
8 0,521
8=
=

0,351 -

A
0,18 |_._| ;
Zin Trichoderma Con Trichoderma
Tratamiento

|:| Dactylonectria

Figura 9. Abundancia relativa del genero Dactylonectria en muestras

con tratamiento de Trichoderma y muestras sin tratamiento.
Nota: Barras con una letra comin no son significativamente diferentes (p> 0,05).

3.3.1 Diversidad fangica

Se calcularon los indices de diversidad a nivel de género, con lo cual se encontro que las
muestras sin tratamiento de Trichoderma tienen mayor abundancia (Figura 10) en comparacion a

las muestras con tratamiento de Trichoderma.
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Figura 10. Abundancia de hongos en muestras con

tratamiento de Trichoderma y muestras sin tratamiento.
Nota: Barras con una letra comin no son significativamente
diferentes (p> 0,05).

Se calcul6 el indice de Shannon y se determind que entre los dos tratamientos no hubo
diferencias significativas (Figura 11), las muestras con tratamiento de Trichoderma tuvieron un

indice de Shannon de 2,21 + 0,46 y para las muestras sin Trichoderma el indice fue de 2,05 £ 0,23.
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Figura 11. indice de Shannon para muestras con

tratamiento de Trichoderma y muestras sin tratamiento.
Nota: Barras con una letra comin no son significativamente
diferentes (p> 0,05).

3.3.2. Grupos Troficos y asignacion de grupos ecoldgicos

Con respecto a los grupos troficos se realizd una comparacion entre cuatro tratamientos, se
encontraron hongos patrotrofos, saprétrofos y simbiotrofos. En la Figura 12, se puede ver que el
mayor porcentaje de hongos patrotrofos, 38,1 %, se encuentra en la muestra TE y el menor
porcentaje, 24,5 %, pertenece a la muestra TS, con respecto a los hongos saprofitos el mayor
porcentaje, 75,4 %, se encuentra en la muestra TS y el menor, 50,0 %, pertenece a la muestra NS,
ademas el mayor porcentaje de los hongos simbiotrofos, 16,2 % , corresponde a la muestra NS y

el menor, 0,1 %, a la muestra TS. Sin embargo, con una prueba Duncan al 95 % de nivel de
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confianza, no se encontrd diferencia significativa en la presencia de cada grupo trofico en los

distintos tratamientos.

1000
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. Bathotroph . Saprotroph . Svmbiotroph

Figura 12. Porcentaje de abundancia relativa de los grupos
tréficos en los cuatro tratamientos.

Con respecto al grupo ecoldgico al que afectan se encontraron hongos fitopatogenos,
endofitos, patdgenos de animales, saprofitos para plantas, animales, madera, suelo, ectomicorrizas,

parasitos de hongos, entre otros, como se observa en la Figura 13.
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Figura 13. Abundancia relativa de los grupos ecoldgicos al que afectan en muestras con

tratamiento de Trichoderma y muestras sin tratamiento.
Nota: Barras con una letra comdn no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Se realiz6 una comparacion entre muestras con tratamiento de Trichoderma y sin
tratamiento de Trichoderma, la presencia con mayor porcentaje fue de los saprofitos de la madera
con 36,11 % seguido por los patdgenos de plantas con 32,01 % en la muestra con tratamiento de
Trichoderma, sin embargo, no hubo diferencias significativas entre tratamientos, ademas se
determiné que en el tratamiento con Trichoderma hay mayor presencia de saprofitos del suelo (Soil
Saprotroph) y saprdfitos del estiercol (Dung Saprotroph) con diferencia significativa mediante una

prueba Duncan al 95 % de nivel de confianza.



30

3.3.2.1 Patdgenos de plantas

Se comparé entre los cuatro tratamientos la presencia de hongos patégenos de plantas,
22.313 hongos estan presentes en la muestra NS mientras que tan solo 8.753 hongos patdgenos se
encuentran en la muestra de suelo de plantas sanas con tratamiento de Trichoderma (TS), no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 14. Abundancia de hongos de géneros
patogenos de plantas, comparacién en los cuatro

tratamientos.
Nota: Barras con una letra comdn no son significativamente
diferentes (p> 0,05).

Se encontraron algunos géneros de hongos patdgenos, entre ellos se destaca la presencia de

Alternaria y Fusarium, se realizé una comparacion entre muestras con tratamiento de Trichoderma
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y sin Trichoderma (Figura 15) y se observO que en las muestras sin tratamiento es mayor la

abundancia de estos tres géneros.
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Figura 15. Abundancia de los principales generos de hongos patdégenos encontrados

en muestras con tratamiento de Trichoderma y muestras sin tratamiento.
Nota: Barras con una letra comin no son significativamente diferentes (p> 0,05).

3.4 Aislamiento de Trichoderma

Se aislaron 10 cultivos puros de los cuales 5 fueron identificados por tincién con azul de
metileno como hongos del género Trichoderma (Figura 16), se realizo la extraccion de DNA de
dos cultivos morfoldgicamente distintos y se amplificd la region ITS con los primers ITS1y 4 yen

un gel de agarosa se detecto la presencia de bandas de aproximadamente 600 pb (Figura 17).
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Figura 16. Conidioforos de
Trichoderma (40X)

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa 1 %
Nota: Productos amplificados de la regién ITS de Trichoderma
por PCR con primers ITS1y 4. C (+) control positivo, C (-) control
negativo.



33

Al analizar con BLAST las secuencias enviadas por Macrogen, se obtuvo como resultado

que los cultivos aislados pertenecen a Trichoderma asperellum y Trichoderma hamatum.

Tabla 6
Resultados del analisis con BLAST.

Muestr  Longitud Calidad Query E- value  Organismo

a secuenci  secueni  coverag
a a e
M1 495 88,7 100% 0,00E+0  Trichoderm
0 a
asperellum
M2 507 69,7 100% 0,00E+0  Trichoderm
0 a hamatum

3.5 Ensayo de antagonismo

Fragment
0

ITS 1-4

ITS 1-4

%
identida
d

99

99

NO
Accesion

KY214244.
1

LN846702.
1

En el primer ensayo de antagonismo se realizaron 6 enfrentamientos, cada uno con 3

repeticiones, como se puede ver en la Tabla 7, los patdgenos presentan diferencias en su color y

tamario con respecto al control.



Tabla 7
Primer ensayo de antagonismo.

Ensayo a las 144h

E1: T. asperellum VS I. vredenhoekensis

34

Control

1. vredenhoekensis

CONTINUA >



E4: T. hamatum |. venezuelensis

l. venezuelensis

35
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En el segundo ensayo de antagonismo se utilizd T. asperellum comercial frente a los 3
hongos patdgenos, en la Tabla 8 se puede observar las diferencias entre el control y los

fitopatogenos enfrentados al antagonista.

Tabla 8
Segundo ensayo de antagonismo.

Ensayo 2 a las 144h Control

T1: T. asperellum (Comercial) VS I. robusta l. robusta

T2: T. asperellum (Comercial) VS I. venezuelensis I. venezuelensis

CONTINUA >
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T3: T. asperellum (Comercial) VS D. torresensis D. torresensis

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) y se determind que,
para el primer ensayo a las 144 horas, T. hamatum muestra el mayor porcentaje de inhibicién de
56,79 % frente a I. robusta (E6), el menor porcentaje fue de 33,3 % de T. asperellum frente a I.
venezuelensis (Figura 18). Mientras que, en el segundo ensayo, el mayor porcentaje de inhibicion
fue de 59,52 % de T. asperellum comercial frente a I. robusta (T1) y el menor porcentaje fue de

42,31 % de T. asperellum comercial frente a I. venezuelensis (Figura 19).



PICR 144 h

FICR 144h
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46,54

39,274

32,014

Figura 18. Porcentaje de Inhibicién de crecimiento
radial en el primer ensayo.

Nota: Barras con una letra comin no son significativamente
diferentes (p> 0,05).
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Figura 19. Porcentaje de Inhibicion de crecimiento

radial en el segundo ensayo.
Nota: Barras con una letra comdn no son significativamente
diferentes (p> 0,05).
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CAPITULO IV: DISCUSION

En este estudio se realizd la caracterizacion de la comunidad fangica de la rizosfera de
cultivos de mora de Castilla con y sin tratamiento de Trichoderma spp, para lo cual las muestras
recolectadas fueron tomadas a 20 cm de profundidad justo en el sitio donde se coloca el tratamiento
de Trichoderma con un sacabocados como lo propone Bach et al (2018), sin embargo, Herre,
Julian, & Marschner, (2018) consideran que para el estudio de las comunidades en la rizosfera se
debe recolectar el suelo que queda adherido a las raices de la planta después de agitarlas

suavemente.

Las comunidades fungicas de los suelos tanto con tratamiento como sin tratamiento de
Trichoderma, se encuentran dominados por el filo Ascomycota con promedio de mas del 71 % del
total de hongos, lo que coincide con Keiblinger, et al. (2018) y Klaubauf et al. (2010) que
reportaron que en los suelos agricolas es comun la presencia dominante de este filo.

La diversidad fungica se midi6 con el indice de Shannon (H’) a nivel de género, este indice
caracteriza la diversidad basada en el nUmero de género/ especies presentes y la abundancia de
organismo por género/ especie (Allen, Kon, & Bar-Yam, 2013), en este caso los valores obtenidos
en las muestras con tratamiento de Trichoderma y sin tratamiento fueron de 2,21 y 2,05
respectivamente, segin Somarriba (1999) valores entre 2 y 3 indican que la zona tiene una

biodiversidad normal, valores mayores a 3 son zonas con biodiversidad alta (Romero, 2017).

No se encontraron reportes de calculo de indice de Shannon en suelo de cultivos de mora
de Castilla, sin embargo, en un estudio hecho por Schmidt, Mitchell, & Scow (2018) se calcula H’

a una profundidad de 15 a 30 cm (que coincide con la profundidad a la que se realizé este estudio)
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y es de 2,70. Este valor es mayor al encontrado en el presente estudio, debido a que la diversidad
y la composicion de las comunidades fungicas de suelos agricolas depende de muchos factores,
del tipo de cultivo, del manejo del suelo previo al cultivo, del uso de abono y/o fungicidas, entre

otros (Wagg, Bender, Widmer, & Van der Heijden, 2014; Nie, et al., 2018).

Segln Frac, Hannula, Betka, & Jedryczka (2018) en el suelo existen géneros de hongos
cuya presencia sirve como indicador de baja calidad del suelo ya que son hongos perjudiciales,
entre estos se encuentran Rhizoctonia, Fusarium y Alternaria. En este estudio se determind la
presencia de hongos del género Fusarium y Alternaria, la abundancia de ambos géneros es mayor
en muestras sin tratamiento de Trichoderma, sin embargo, no se encontré diferencia significativa
entre tratamientos. Hongos del género Fusarium son fitopatdégenos causantes de enfermedades del

trigo, maiz, papa, entre otros cultivos de importancia agro- econoémica (Desjardins, 2003)

Por otro lado, Frac et al. (2018) también menciona que hay hongos indicadores de salud en
el suelo, entre estos se encuentran los hongos saprofitos, simbidtrofos y los antagonistas como es
el caso de Trichoderma spp. La muestra con mayor abundancia de hongos saprofitos fue la de
suelo de plantas sin sintomas de enfermedad y con tratamiento de Trichoderma (TS), los hongos
saprofitos son clave en la degradacion de material vegetal muerto, el ciclo del carbono, la

movilizacién de nutrientes (Nguyen, et al., 2015, Schmidt, Mitchell, & Scow, 2018).

También se determind que la mayor presencia de hongos Trichoderma se dio en la muestra
de una planta enferma con tratamiento de Trichoderma (TE), la abundancia relativa fue de 0,59, a
priori no se podia determinar que porcentaje de todos los hongos pertenecerian al género

Trichoderma, sin embargo en un estudio realizado por Zhang, Xu, Huo, Xiao (2018) la mayor
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abundancia relativa recuperada en suelos inoculados con Trichoderma es de 0,28 por lo cual la

abundancia relativa de hongos del género Trichoderma es algo esperado.

Trichoderma es uno de los géneros de hongos mas importantes conocido por su actividad
antifingica contra hongos patégenos. Dos Santos, et al. (2016) reportd la capacidad de
Trichoderma spp. tanto in vivo e in vitro para inhibir el crecimiento de Dactylonectria

macrodidyma agente causal de la enfermedad de pie negro en la vid.

En este estudio, en el primer ensayo de antagonismo el mayor porcentaje de inhibicion fue
de 56,79 % de T. hamatum frente a I. robusta y en el segundo ensayo el mayor porcentaje de
inhibicion alcanzado fue de 59,52 % por T. asperellum comercial frente a I. robusta ambos a los
6 dias, estos resultados son mejores que los reportados por Dos Santos, et al. (2016) donde
enfrentan a varios productos comerciales de T. asperellum frente a D. macrodidyma y su mayor

porcentaje de inhibicion alcanzado es de 44,2 % a los 14 dias.

Segun Garcia, et al. (2017) el porcentaje obtenido en ambos ensayos demuestra un nivel
medio de competencia por nutrientes y espacio sin embargo, en las fotografias de las Tablas 7y 8
se observa que Trichoderma no crece encima del hongo patdgeno como se ha descrito en otros
ensayos de antagonismo de Trichoderma frente a otros fitopatogenos, como es el caso reportado
por Ezziyyani, Pérez, Ahmed, Requena, & Candela (2004) de T. harzianum que invade totalmente
a Phytophthora capsici, esporula sobre el mismo y ademéas hay una reduccion del tamafio del
fitopatdgeno, todo esto debido a que T. harzianum produce antibioticos y enzimas que degradan

la pared celular, importantes en el micoparasitismo.
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Los mecanismos de antagonismo que T. hamatum y T. asperellum emplean consiste en la
competencia por nutrientes y espacio, el micoparasitismo y la produccion de sustancias
inhibitorias, metabolitos secundarios o antibidticos extracelulares, enzimas con accion litica,
(Verma, Brar, Tyagi, Surampalli, & Valéro, 2007), en las fotografias de las tablas 7 y 8 se puede
comparar el aspecto del fitopatdgeno del cultivo dual con respecto al control, se observa que existe
cambio de color, probablemente por la presencia de los metabolitos secundarios producidos por el

antagonista.



43

CAPITULO V: CONCLUSIONES

A partir de la elaboracion de perfiles taxondmicos se determin6 que las comunidades
fangicas de los suelos tanto con tratamiento como sin tratamiento de Trichoderma, se encuentran

dominados por el filo Ascomycota.

En los cuatro tratamientos, se encontrd hongos patrotrofos, sapréotrofos y simbiotrofos. La

muestra TE tiene el mayor porcentaje de hongos patdgenos presentes.

Se aislé hongos del género Trichoderma siendo estos T. asperellum y T. hamatum vy se
determind que tienen capacidad inhibitoria frente a hongos patdgenos relacionados con la

enfermedad del pie negro en la mora.

Los resultados de este estudio no demuestran la hipdtesis planteada sobre que existen
diferencias significativas en el porcentaje de organismos benéficos y patdgenos entre los distintos
tratamientos, sin embargo, el estudio posee limitaciones ya que solo se realizaron 2 repeticiones
por muestra en un solo sitio, ademas después de la revision de vasta bibliografia se determinaron

otras metodologias para el muestreo que serian méas adecuadas para este tipo de estudio.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Se recomienda para futuros andlisis de la rizosfera extraer ADN de la tierra que esta
directamente en contacto con las raices de las plantas de mora, siguiendo el protocolo descrito por

Herre, Julian, & Marschner, (2018).

Para poder establecer diferencias significativas es necesario analizar un mayor nimero de

muestras por lo cual se recomienda aumentar el nimero de repeticiones.
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