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Resumen

Tungurahua, principal provincia productora de mora de Castilla en el Ecuador emplea Trichoderma
spp. como alternativa agroecoldgica para el control de plagas de origen fungico. Los mecanismos
gue aseguran el éxito de Trichoderma como biocontrol no se comprenden en su totalidad, para
analizar el efecto de Trichoderma sobre la composicion microbiana fungica de rizdsfera se
estudiaron los suelos de cultivo de mora de Castilla de la Estacién Experimental Granja “Pillaro” en
Tungurahua, se muestrearon por triplicado dos tratamientos: T1 (rizosfera de plantas con sintomas
de marchitez sin Trichoderma) y T2 (rizésfera de plantas sin marchitez con Trichoderma).
Se extrajo el ADN de las muestras y se secuenciéo en MR DNA (USA) y Biomol Ecuador mediante
tecnologia lllumina MiSeq, con cebadores ITS86F e ITS4. Los datos crudos fueron analizados en
FastQC y MultiQC; filtrados y recortados en DADA?2; procesados, analizados bioinformatica y
estadisticamente en Galaxy Europe, Nucleotide BLAST y R, empleando diferentes librerias de acceso
libre. Se estimaron las diversidades taxondmicas, la composicion diferencial entre tratamientos y se
identificaron variantes de taxonomia no asignada en el reino Fungi. Se encontrd que, existe
diferencia significativa en la diversidad alfa y no existe diferencia significativa en la diversidad beta
entre los tratamientos. Los géneros diferenciales significativamente fueron Calophoma y Antrodia
para T1y Mortierella para T2. Calophoma rosae parece ser un potencial patégeno de Rubus glaucus,
mientras Mortierella puede representar un componente clave en la salud de los suelos tratados con
Trichoderma. Las variantes sin taxonomia asignada correspondieron a secuencias del espaciador
transcrito de Rubus glaucus y de algas verdes de la clase Chlorophyceae.
PALABRAS CLAVE:

o DIVERSIDAD ALFA Y BETA

e GEN ESPACIADOR TRANSCRITO INTERNO

e AMPLICON
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Abstract

Tungurahua, the main blackberry-producing province of Castilla in Ecuador, uses Trichoderma spp. as
an agroecological alternative for the control of pests of fungal origin. The mechanisms that ensure the
success of Trichoderma as a biocontrol are not fully understood. To analyze the effect of Trichoderma
on the fungal microbial composition of the rhizosphere, the blackberry cultivation soils of Castilla from
the “Pillaro” Farm Experimental Station in Tungurahua were studied. Two treatments were sampled
in triplicate: T1 (rhizosphere of plants with wilt symptoms without Trichoderma) and T2 (rhizosphere
of plants without wilt with Trichoderma).
The DNA of the samples was extracted and sequenced in MR DNA (USA) and Biomol Ecuador using
Illumina MiSeq technology, with ITS86F and ITS4 primers. The raw data were analyzed in FastQC and
MultiQC; filtered and trimmed in DADA2; processed, analyzed bioinformatics and statistically in
Galaxy Europe, Nucleotide BLAST and R, using different open access libraries. Taxonomic diversities
were estimated, the differential composition between treatments and variants of unassigned
taxonomy were identified in the Fungi kingdom. It was found that there is a significant difference in
the alpha diversity and there is no significant difference in the beta diversity between the treatments.
The significantly differential genera were Calophoma and Antrodia for T1 and Mortierella for T2.
Calophoma rosae appears to be a potential pathogen for Rubus glaucus, while Mortierella may
represent a key component in the health of Trichoderma-treated soils. Variants without assigned
taxonomy corresponded to sequences of the transcribed spacer from Rubus glaucus and from green
algae of the class Chlorophyceae.
KEYWORDS:

e ALPHA AND BETA DIVERSITY

e INTERNAL TRANSCRIBED SPACER GENE

e AMPLICON
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Capitulo I. Introduccién

Formulacién del problema

La mora de castilla es afectada por numerosas enfermedades, especialmente de origen
fungico, donde pueden destacarse a la Antracnosis (Castafio & Arango, 2008), la cual ha sido
reportada en cultivos colombianos con una incidencia de hasta el 52% (Botero et al., 2002); el moho
gris provocado por Botrytis cinerea Pers es otra afeccion fungica comun, aparece durante la
produccion y postcosecha de la mora e induce la momificacién del fruto, entre otras complicaciones
(Quinatoa, 2015) que afectan entre el 50 y 76% de la fruta cosechada (Tamayo Molano & Pelaez,
2000); el moho suave provocado por Peronospora corda afecta entre 20 al 30% de la mora
cosechada; la roya amarilla causada por Gerwasia lagerheimii (Hincapié et al., 2017); entre otras
afecciones que deterioran tallos y raices de la planta, como la enfermedad del pie negro que

provoca la marchitez de este cultivo.

En las principales provincias productoras de mora de Castilla en el Ecuador de acuerdo a
Boletines oficiales del INIAP se reporta que las enfermedades de mayor incidencia por porcentaje de
dafo en los cultivos de este producto son Botrytis en 91.8%, cenicilla o mildiu polvoso en 61.2%
ocasionada por Oidium sp. y la marchitez descendente o enfermedad del pie negro en 13.3%
(Villares et al., 2016), causante de la podredumbre basal o necrosis de raiz, provocada por el sistema
de hongos de los géneros Dactylonectria e llyonectria identificados en tejido lesionado de las plantas

en Tungurahua y Bolivar (Sanchez et al., 2019).

En la actualidad las practicas modernas de cultivo pueden resultar nocivas para el ambiente

debido al empleo de quimicos contaminantes como fungicidas (Waghunde et al., 2016) y otros
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agroquimicos, los cuales interfieren negativamente sobre la microflora beneficiosa que influye en la
calidad y fertilidad del suelo (K K Pal & Gardener, 2006), sin embargo, bajo alternativas ecoldgicas,
en Tungurahua se ha optado por el empleo de Trichoderma spp. para hacer frente a distintas
enfermedades, donde destacan aquellas de origen flingico, como el moho gris y el pie negro

(Martinez et al., 2000).

Aunque Trichoderma es uno de hongos mds estudiados y empleados en gran variedad de
cultivos (Pascale et al., 2017) este puede mostrar distintos comportamientos ain desconocidos
dependiendo de la cepa, las condiciones ambientales (Hermosa et al., 2014), la especificidad y
estabilidad huésped-patdgeno (Saravanakumar et al., 2017), ademas, al ser este capaz de alterar la
microflora del suelo (R. Baker et al., 1984; Chang et al., 1986) es importante identificar los cambios
en la microbiota fungica que se promueven especialmente en la rizdsfera para comprender su modo

de accidon como agente de biocontrol y mejoramiento del suelo.

Justificacion del problema

Rubus glaucus Benth, denominada cominmente como mora de Castilla o baya de los Andes,
es una planta frutal nativa del Ecuador, su produccién es de interés comercial en el sector
alimentario, siendo una importante fuente de ingresos y de empleo rural en el pais (Romero J. &

Yépez V., 2015).

En el 2016 se reportan zonas de cosecha de mora de 5 200 ha en el Ecuador, extendidas en
diferentes provincias de la sierra, como Tungurahua y Bolivar, y minoritariamente en Cotopaxi,
Carchi, Imbabura y Pichincha (Viteri et al., 2016), lo que beneficia a entre 15 000 productores

pequefios y medianos, bajo escalas de rendimiento promedio anual de 5 t/ha (La Hora, 2018a).
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Tungurahua abarca del 60% al 70% de la produccion nacional de mora de Castilla (Viteri et al., 2016),
concentrandose en los cantones de Tisaleo, donde al menos un 40% de sus habitantes desarrollan
esta actividad y en Pillaro; en menor escala en Ambato, Cevallos, Mocha y Patate (La Hora, 2018a;
Viteri et al., 2016), por esta razén el presente estudio se realizé en una de las granjas experimentales

del INIAP en Pillaro.

El moho gris, el mildiu polvoso y la enfermedad del pie negro son los padecimientos de
origen flngico mas comunes en cultivos de mora de Castilla en el Ecuador (Quinatoa, 2015; Sanchez
et al., 2019; Villares et al., 2016), por lo que, al ser este cultivo de gran relevancia econdmica,
diversas investigaciones apuntan hacia tratamientos que reduzcan las pérdidas de su produccion,
gue puedan mejorar la vida util sin alterar las caracteristicas fisicas, sensoriales y nutricionales de la
fruta, donde el enfoque se centra en posibles agentes de control cuyo impacto ambiental no
interfiera negativamente, como ocurre con los fungicidas de origen quimico, que ademas permiten
la aparicién de patdgenos altamente resistentes debido a su uso indiscriminado.

En la busqueda de medios alternativos a los agroquimicos para hacer frente a plagas se han
encontrado resultados favorables con el empleo de Trichoderma spp., hongos que presentan
aparentemente numerosos mecanismos que posibilitan la resistencia de la planta a plagas
importantes (P. Fourie et al., 2001; G. Harman & Bjorkman, 1998; G. E. Harman, 2000; Pascale et al.,
2017; Sanchez et al., 2019; Shoresh et al., 2010) y que en la actualidad son comercializados en el

mercado.

En la Provincia de Tungurahua, en zonas de cultivo de mora de Castilla en las ultimas
décadas se ha empleado a Trichoderma para tratar su suelo agricola en reemplazo de agroquimicos

(Villares et al., 2016), este género se ha descrito como antagonista de importantes patdgenos del
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suelo, al desplazarlos y promover microflora beneficiosa para los cultivos (R. Baker et al., 1984;
Chang et al., 1986) combinando propiedades de lisis enzimatica, secrecion de sustancias
antibidticas, micoparasitismo y su caracter de fuerte competidor por el espacio, nutrientes y
sustrato (Gary E. Harman et al., 2004; Howell, 2003), asi como su capacidad para reprogramar la
expresion génica en plantas, derivando en la resistencia sistémica inducida, lo que alivia el estrés

fisiolégico y abidtico de la planta (Shoresh et al., 2010).

El presente estudio propone determinar y comparar los perfiles taxondmicos de la
microbiota fungica presente en la rizésfera de cultivos de Rubus glaucus tratados y no tratados con
Trichoderma spp., aportando en la comprensién del modo de accién de este agente de biocontrol
frente a patdgenos de los suelos de Tungurahua tales como Oidium sp., Dactylonectria e llyonectria,
Botrytis cinérea, entre los principales y otros, asi también contribuira en la determinacion y
monitoreo de la dindmica entre la microbiota fungica que promueve el empleo de Trichoderma en la
mora de Castilla, siendo determinante en la mejora de las técnicas de cultivo y control de

enfermedades de este producto.

Objetivos de la investigacion

Objetivo General

Determinar el efecto del tratamiento con Trichoderma spp. sobre la composicidon microbiana

fungica de la rizésfera de cultivos de mora de Castilla (Rubus glaucus Benth).
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Objetivos Especificos

Extraer el ADN proveniente de muestras de rizésfera de suelo tratado y no tratado con

Trichoderma spp. en zonas de cultivo de mora de Castilla pertenecientes al Programa de Fruticultura

Sierra- Central del INIAP.

Construir los perfiles taxondmicos de hongos a través del andlisis de secuencias ITS empleando

softwares bioinformaticos.

Analizar estadisticamente los datos obtenidos para establecer las diferencias entre la

microbiota fungica encontrada entre los tratamientos.
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Marco tedrico

Mora de Castilla (Rubus glaucus Benth)

Generalidades. Rubus glaucus, denominada comunmente como mora de Castilla o baya de
los Andes, es una planta frutal nativa del Ecuador, descrita cientificamente por George Bentham en
1845 (Fundacién Botanica de los Andes, 2019). De naturaleza arbustiva, trepadora, perenne,
semierecta, pertenece al orden de los Rosales, familia Rosaaceae, género Rubus sp., sus cultivos se
extienden en el norte de América del Sur, principalmente en zonas altas (2600 y 3100 m.s.n.m) de
Colombia y Ecuador (Kumar et al., 2017). Su habitat idéneo son los suelos franco arenosos o franco
arcillosos, de abundante materia organica, potasio y fdsforo, donde crecen durante todo el afio a

temperaturas que oscilan entre los 12 a 13 °C (Viteri et al., 2016).

La mora de Castilla combina caracteristicas de la frambuesa negra (R. subg. Idaeobatus) y la
mora (R. subg. Rubus), es un anfidiploide fértil (Jennings, 1988), es decir que, se trata de un hibrido,
cuyo numero de cromosomas es la suma de cromosomas de las especies parentales, presenta
brotes basales primarios, alcanzan una altura de hasta tres metros de longitud, raices de corta
longitud, aproximadamente 60 cm, (Fundacién Botanica de los Andes, 2019). La planta presenta
multiples drupas unidas entre si formando una polidrupa de 1 a 2.5 cm., coloracién roja oscura o
purpura, jugosidad, olor intenso y sabor atractivo en comparacién con sus homélogos (Gunata et al.,

1985; Osorio et al., 2012; Sinuco et al., 2013).

El alto contenido de antocianinas y polifenoles, como elagitaninos, proantocianidinas,

flavonoles, entre otros, convierten a la mora de Castilla en una potencial fuente de antioxidantes
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dietéticos (Osorio et al., 2012), cuyas propiedades antiinflamatorias y quimiopreventivas, la

posicionan como un producto funcional de alto interés de consumo (Monroy et al., 2019).

Las moras son frutos no climatéricos, es decir no son capaces de madurar fuera de planta,
por lo que deben cosecharse maduros, cuando presentan un color brillante, morado oscuro/negroy
estan firmes, pues en su etapa madura es cuando se logra la mejor calidad del producto, alcanzando
las propiedades organolépticas adecuadas, acumulando azucares y antocianinas y disminuyendo
acidos organicos. La fruta sobre madurada tendrd una vida util bastante corta, debido a su
susceptibilidad a la pudricion.

Importancia econédmica. La produccion de mora de Castilla es de interés comercial en el
sector alimentario, siendo una importante fuente de ingresos y empleo rural en el Ecuador (Romero
J. & Yépez V., 2015), pues, numerosas industrias la incluyen, a mayor y menor escala, tal es el caso
del sector vinicola en zonas climaticas y latitudes especificas, donde Vitis vinifera no se desarrolla

con facilidad(Arozarena et al., 2012).

En el 2016 se reportan zonas de cosecha de mora de 5 200 ha en el Ecuador, extendidas en
diferentes provincias de la sierra, como Tungurahua y Bolivar, y minoritariamente en Cotopaxi,
Carchi, Imbabura y Pichincha (Viteri et al., 2016), lo que beneficia a entre 15 000 productores

pequefios y medianos bajo escalas de rendimiento promedio anual de 5 t/ha (La Hora, 2018a).

Tungurahua abarca del 60% al 70% de la produccion nacional de mora de Castilla(Viteri et
al., 2016), concentrandose en los cantones de Tisaleo (al menos un 40% de sus habitantes
desarrollan esta actividad) y Pillaro; y en menor escala en Ambato, Cevallos, Mocha y Patate (La

Hora, 2018a; Viteri et al., 2016).
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En el Ecuador la agricultura orientada a la produccidon de mora adolece de baja tecnificacidon
(Viteri et al., 2016), como consecuencia los volUmenes no abastecen totalmente el mercado nacional
e impiden avanzar sobre nuevas plazas de mercados extranjeros alicientes, en la actualidad Ecuador
ha ingresado con la exportacién de mora solamente en algunos paises, aunque los ingresos por
exportacién de este producto aun no son significativos frente a otros segun cifras oficiales de la
(SENAE, 2019). Entre los paises captadores de mora ecuatoriana se encuentran Estados Unidos y

Espafia, principalmente; Rusia, Paises Bajos, Chile y El Salvador en menor proporcién (SENAE, 2019).

A partir de septiembre del 2018 se han generado espacios de didlogo y conexién con el
sector agricola de este frutal, mediante los Congresos Provinciales de mora desarrollados en Tisaleo,
bajo el enfoque de siembra organica, manejo, mercado y valor agregado, entre otras tematicas,
donde se ha contado con la participacion de expertos académicos y de la industria alimenticia (La

Hora, 2018b, 2018a).

Principales enfermedades de origen flingico en mora de Castilla en el Ecuador tratadas con

Trichoderma spp.

Moho gris o pudricién blanda. El moho gris, uno de los grandes problemas fitosanitarios es
causado por el hongo necrotréfico, Botrytis cinerea (Toral et al., 2018), puede vivir como sapréfito o
parasito facultativo transmitido por el aire (Williamson et al., 2007), tiene la capacidad de hibernar
en el suelo en forma de micelios o con esclerocios (Villares et al., 2016), es causante de numerosas

enfermedades ampliamente distribuidas.
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Afecta principalmente a cultivos de tipo horticola, ornamental (Gao et al., 2018), frutales de
climas frios y frios moderados alrededor del mundo, especialmente en condiciones de alta humedad
y baja temperatura. Los conidios invaden y penetran los tejidos, provocando el colapso y
desintegracion celular, la germinacién de conidios ocurre dptimamente a 20°Cy a 93-100% de

humedad relativa, mientras la esporulacién ocurre a 15°Cy a 70 — 10% de humedad relativa.

Taxonédmicamente Botrytis cinerea pertenece al reino: Hongos, filo: Ascomycota, subfilo:
Pezizomycotina, clase: Leotiomycetes, orden: Helotiales, familia: Sclerotiniaceae, género:

Botryotinia (Williamson et al., 2007).

Botrytis cinerea es un patogeno de dificil control, debido a su amplia gama de hospedantes,
se conocen al menos 200 especies de plantas que pueden ser parasitadas, principalmente
dicotileddneas, sin embargo, existen especies de Botrytis especializadas en monocotileddneas.
También puede sobrevivir como micelios y/o conidios, incluso como esclerocios en los desechos de

los cultivos, durante largos periodos (Williamson et al., 2007).

El hongo es capaz de causar la pudricidn de todas las partes aéreas de la plantay la
pudricion postcosecha de verduras, frutas y flores prolificos conidiéforos grises y (macro) conidios, a
menudo ingresa a los tejidos en etapas tempranas de desarrollo y permanece inactivo durante un
periodo considerable, mientras la fisiologia del hospedador cambia y se produce la pudricién de los
tejidos maduros, sin embargo, también causa pérdidas masivas en cultivos antes de la cosecha

incluso en la etapa de plantulas en algunos huéspedes (Williamson et al., 2007).
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El mecanismo que emplea el hongo es a través de una variedad de enzimas que degradan la
pared celular, toxinas y compuestos como acido oxdlico, segln investigaciones se cree que Botrytis
cinerea induce a la muerte celular programada del hospedador como una estrategia de ataque
(Hoeberichts et al., 2003). B. cinerea secreta enzimas pectinasas, proteasas, hidroliticas, cutinasas y

fitotoxinas que contribuyen la patogénesis (Benito et al., 2000).

En el cultivo de mora de Castilla en el Ecuador, Botrytis sp. constituye el principal problema
fitosanitario, segln detallan los agricultores de las zonas productoras del pais, causando la pudricién
del fruto, moho gris o pudricién blanda (Villares et al., 2016), el cual afecta cualquier parte de la
planta y en cualquier estado de desarrollo, llega a colonizar tallo, hojas, flores y frutos. El patégeno
impacta sobre el rendimiento y calidad de los cultivos e incluso el almacenamiento postcosecha del

fruto (Ribera, 2007).

Figura 1

Morfologia de Botrytis cinerea

Nota. A. conidiéforos; B. Conidias; C. Germinacién de conidias. Tomado de (Ribera, 2007)

Botrytis infecta al tejido vegetal en varias etapas, primero las conidias se ubican en la
superficie, segundo inicia el proceso de germinacién, donde las conidias producen tubos

germinativos, el cual ingresa al tejido hospedero a través de heridas o por aperturas naturales como
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estomas y/o lenticelas, cuarto invade las células adyacentes hasta poblar todo el tejido
(Kolattukudy, 1981), quinto vence las barreras defensivas de la planta, diseminandose a lo largo de
toda la superficie, finalmente, el patégeno libera nuevas esporas desde el tejido infectado, iniciando

un nuevo ciclo de infeccién (Benito et al., 2000) (Figura 1).

Figura 2

Esquema de invasion del moho gris en Rubus glaucus
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Nota. Escala esquematica para evaluar la severidad de Botrytis cinerea (moho gris). Tomado de (Arias

et al., 2020)

El patégeno provoca un micelio lanoso y blanquecino, el cual durante el periodo de
esporulacion se torna gris y encapsula o momifica el fruto (Villares et al., 2016) (Figura 2). B. cinerea

presenta hifas septadas ramificadas y posee numerosas estructuras de penetracién, como
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apresorios que le permiten invadir la epidermis de los tejidos (Salinas et al., 1986), también posee
estructuras de resistencia a condiciones climaticas desfavorables, conocidas como esclerocios (Ten

Have, 2000).

Cenicilla o mildiu polvoso. El mildiu polvoso es una enfermedad generalizada de pantas de
campo e invernadero provocada por ascomicetos biotroéficos obligados del orden Erysiphales, estos
fitopatégenos tienen la capacidad de corromper las funciones celulares basales del huésped para
una patogénesis fungica exitosa, para ello el hongo coloniza exclusivamente células epidérmicas

(Huckelhoven & Panstruga, 2011).

El ciclo de vida asexual del patdgeno inicia con el aterrizaje de las conididsporas en la planta,
inicia la germinacion de las esporas y se desarrollan apresorios en donde las esporas de hongo
intentaran penetrar la pared de las células hospederas, se liberan alcanos epicuticulares y/o
aldehidos de cadena muy larga que permiten la adhesion del hongo a la superficie de las hojas, el

mildiu invade la primera célula epidérmica (Hickelhoven & Panstruga, 2011).

El mildiu polvoso prolifera en temporada seca, asi mismo es predominante en climas calido-
secos (Villares et al., 2016). Afecta hojas jovenes y provoca que las hojas se deformen enrosciandose,
inicialmente se observan manchas cloréticas, profusas (Figura 3 a.) (Saldarriaga et al., 2017),
también puede llegarse a observar un polvillo blanco en la superficie de la hoja (Figura 3 b.), lo cual

indica la esporulacién de hongo (Tamayo, 2001).

El patégeno también puede afectar los botones florales, en donde se aprecia una cobertura

del polvillo blanco (Figura 3 c.), cuando la enfermedad llega al fruto, este retrasa su crecimiento y
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se malforma, también exhibe el polvillo blanco en su superficie (Figura 3 d.), posteriormente los
frutos y estructuras florales se necrosan (Figura 3 e.), en algunos casos, cuando la infeccion es

tardia se da el tiempo para la formacion del fruto (Figura 3 f.) (Saldarriaga et al., 2017).

Figura 3

Sintomas de cenicilla en diferentes érganos de la planta de mora de Castilla.

Nota. a. Encrespamiento y zonas clordticas profusas en hojas; b. c. Polvillo blanco debido a
esporulacidon del hongo en superficie de la hoja y sobre botones florales, respectivamente; d.
Malformacidn de frutos y Polvillo blanco debido a esporulacién en la superficie; e. Estructuras
reproductivas malformadas y con polvillo blanco; f. Afeccién tardia, el fruto alcanza a madurar.

Tomado de (Saldarriaga et al., 2017).
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Ataques severos de la enfermedad impiden que la planta se desarrolle con normalidad,
debido a que detienen el crecimiento de nuevos brotes y ramas cargadoras, lo que se traduce en

disminucion de la productividad (Espin, 2010).

Se ha reconocido a Blumeria graminis como el causante de mildiu polvoriento en plantas de
trigo, mientras Blumeria graminis secalis parasita el centeno (Menardo et al., 2016), Erysiphe
polygoni, Erysiphe necdtor y Sphareotheca fuliginea causan el mildiu polvoriento en plantas de frijol

comun, vid y pepino, respectivamente (Jaulneau et al., 2011; Stummer et al., 2005).

En plantas de mora en Serbia se ha encontrado como responsable del mildiu polvoso al
patogeno Podosphaera aphanis (Stevanovic et al., 2021), el cual también parasita a fresa y
frambuesa, sin embargo, el mildid polvoroso de la fresa y la frambuesa son genéticamente distintos
y podrian representar dos especies cripticas de Erysiphales, debido a variaciones en pares de bases

de secuencias ITS (Harvey & Xu, 2010).

En el pais vecino, Colombia la enfermedad del mildiu polvoso es causada por el género
Oidium (Tamayo, 2001), perteneciente al orden de los Erysiphales, familia Erysiphaceae (Global
Biodiversity Information Facility, 2021). De acuerdo a la identificacidn realizada por el Laboratorio de
Fitopatologia de AGROCALIDAD el género Oidium sp. es el responsable de esta enfermedad en el
Ecuador y esta presente en multiples zonas de produccion de la mora de Castilla en el pais (Villares

et al., 2016).
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Enfermedad del pie negro. La enfermedad del pie negro causa podredumbre basal o
necrosis de raiz y marchitez en la planta, el sistema de hongos ingresa a través de la raiz, colonizan
produciendo la necrosis del tejido vascular, provoca clorosis en el follaje y puntas de hojas rizadas
hacia el haz, asi como el marchitamiento severo de la planta e inhibicién del desarrollo de esta

(Carlucci et al., 2017; Sanchez et al., 2019).

Los agentes causales de la enfermedad del pie negro han sido identificados en diferentes
tipos de cultivo; en plantas de vid en las regiones de Apulia y Molise en Italia, el consorcio fungico
aislado de plantas sintomaticas fue Dactylonectria torresensis, llyonectria liriodendriy Thelonectria
blackeriella (Carlucci et al., 2017), en Espaiia las especies fungicas identificadas en vifiedos con un
tiempo de vida inferior a cinco anos fueron Cylindrocarpon liriodendri y C. macrodidymum (Ferro,

2008).

En Portugal Cylindrocarpon destructans y Phaeoacremonium chlamydosporum estarian
involucradas en el declive de vifiedos jévenes a causa de esta enfermedad (Rego et al., 2000). En
California, Cylindrocarpon obtusisporum, habria sido identificado como causante de la enfermedad
(Scheck et al., 1998). De manera general, la enfermedad del pie negro en plantas de vid se
encuentra ampliamente distribuida a escala global (Ferro, 2008; Halleen et al., 2004; Rego et al.,

2000).

La podredumbre de la raiz, es una afeccién destructiva, alcanzando a cultivos de toda clase,
en Vietnam se ha descrito en productos de importancia econédmica para la region, como en pimienta
negra, siendo esta enfermedad la de mayor preocupacion, el agente que causa la pudricién se ha

identificado como Phytophthora capsici (Walker-Simmons et al., 1983). En plantas jévenes de vid (2
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a 5 anos), dentro de la sintomatologia, se ha reportado manchas de color marrén oscuro a negro en
los tejidos vasculares, asi como una notable reduccién en el desarrollo de la raiz, donde a menudo se

aprecia tejido necroético (Scheck et al., 1998).

En mora de Castilla se han evidenciado casos en Venezuela, Municipio Libertador. En mayo
de 1999, la enfermedad del pie negro ocasiond notables pérdidas de cultivos a causa de
Cylindrocarpon destructans var. destructans (teleomorfo: Neonectria radicicola var. radicicola),
donde se observaron: plantas marchitas, algunas habian perdido la totalidad de sus hojas, existia
tejido necrosado en el dpice y bordes, las hojas estaban curvadas hacia el haz, algunos frutos se
encontraban secos y duros, con colores marrén verdoso y marrdn oscuro, mientras las raices y
coronas de las plantas adoptaron un color negro (signo de pudricion). Las raices exhibian grietas
transversales, el tejido vascular revelaba rayas de color marrén claro, oscuro y negro, todas las
plantas muertas presentaron coronas con una porcidn central hueca. En el afio 2002 y 2003 se
encontraron nuevos hallazgos con sintomas similares, el agente causante fue determinado como
Neonectria discophora var. rubi, fase sexual de Cylindrocarpon ianthothele var. lanthothele, |los
tejidos vasculares danados en la zona basal de la planta presentaban coloraciones violetas en lugar
de marrén y en el cuello, raiz y corona de las plantas se aglomeraban numerosos peritecios rojos

(Cedefio et al., 2004).

A partir del afio 2010 se evidencia sintomas de la enfermedad del pie negro en plantaciones
de mora de Castilla en Tungurahua y Bolivar, provincias del Ecuador, aprecidndose signos de
necrosis en los haces vasculares y marchitamiento, en el mismo estudio se extrajeron muestras de
tejido lesionado de las plantas infectadas, encontrando como responsables a los géneros

Dactylonectria e llyonectria. Los agentes causales de la enfermedad se determinaron a través de
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pruebas de patogenicidad, siendo estos D. torresensis, I. robusta, I. venezuelensis e |.
vredehoekensis, se excluyeron a los aislados de I. europaea y D. novozelandica, en la investigacion,
debido a la contaminacion de la muestra (Sanchez et al., 2019). De acuerdo a diferentes estudios la
enfermedad del pie negro estaria asociada a géneros como Campylocarpon, Cylindrocarpon,
Dactylonectria, Thelonectria, llyonectria y Neonectria (Ferro, 2008; P. H. Fourie & Halleen, 2004

Rego et al., 2000; Sanchez et al., 2019).

Figura 4

Peritecia de Neonectria discophora var. rubi.

Nota. Peritecias ovoides y esféricas de color rojizo, 380-700 x 350-650 um en plantas de mora de

Castilla enfermas. Fotografia in situ. (Cedefio et al., 2004).
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Tratamientos para principales fitopatologias de la mora de Castilla.

Tratamientos Fisicos. En plantas de vid, se han llevado a cabo métodos de control de la
enfermedad del pie negro sumergiendo en agua caliente (50°C por 30 min.) los esquejes de
portainjertos, antes de realizarse el injerto, obteniendo resultados favorables, sin embargo, el
hallazgo no logré ser concluyente, debido a que los niveles de infeccién en la investigacion fueron
bajos, sin embargo, se sugiere que este tipo de tratamiento para hacer frente a esta clase de
patdgenos y otros, se integre como una estrategia adicional a otras en el control de plagas (P. H.

Fourie & Halleen, 2004).

Agentes quimicos.

Moultiples de origen sintético. Pese a que existen fungicidas para controlar a Botrytis, la
mayoria de estos fallan debido a la plasticidad genética del hongo (Williamson et al., 2007). Para el
tratamiento de Botrytis cinerea a lo largo de los afios se han empleado desde benzimidazoles y
dicarboximidas, sin embargo, la resistencia del patdgeno ha inhabilitado poco a poco dichos
fungicidas quimicos sintéticos (Latorre & Rioja, 2001). En los 90 aparecieron prometedores nuevos
compuestos al mercado, las anilinopirimidinas, fenilpirrol fluidioxinil, hidroxianilida fenhexamida
(Latorre & Rioja, 2001), sin embargo, debido a la gran capacidad de adaptacion de B. cinerea, existe

una enorme necesidad de desarrollar nuevos botricidas de manera constante.
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Ozono. En algunas investigaciones (Luo et al., 2019; Sharpe et al., 2009) se ha reportado el
uso de ozono para tratar patégenos de importancia como Botrytis cinerea, entre otros multiples,
informando la capacidad del ozono como antagonista de bacterias hongos, parasitos y virus, al
reaccionar con enzimas intracelulares, acidos nucleicos y componentes de envolturas celulares,

capas de esporas o capsides virales.

El tratamiento con ozono de 450ppb aplicado sobre lesiones de B. cinerea redujo la
germinacioén de esporas in vitro en un 99.5% a 20°C, sin embargo, no logré matar el micelio, pero su
exposicion incluso a 18 dias si retraso el crecimiento del micelio en zanahorias, uvas y manzanas.
También se obtuvo inhibicién de la descomposicidn de zanahorias, indicando que el ozono puede
inducir reacciones de defensa de las plantas, sin embargo, en experimentos con bayas como
arandanos, los resultados no fueron tan favorables, debido a que la infeccidn por B. cinerea

progresa rapidamente, antes de que el ozono haya logrado actuar (Sharpe et al., 2009).

En investigaciones previas en Kentucky se ha reportado que el ozono es eficaz para la
conservacién de la calidad de las moras y otras frutas pequefias en postcosecha especialmente
contra B. cinerea, como alterativa a fungicidas, en donde no influye negativamente sobre la calidad
del producto, con un tratamiento de hasta 0.3 ppm de ozono en las bayas durante 12 dias a 2°C
(Barth et al., 1995), sin embargo, al ser aplicado en plantas se observaron niveles superiores de POD
(actividad peroxidasa) que puede interferir con la calidad de la fruta, ya que el POD podria estar
participando en la degradacién oxidativa de antocianinas, las antocianinas proporcionan el color del

caracteristico del fruto (Streb et al., 1996).
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Se cree que el ozono actua principalmente permitiendo la fuga del contenido celular, y
rompiendo los dobles enlaces de los lipidos insaturados en la envoltura celular, permite la
destruccién general delo sistemas de enzimas deshidrogenantes e inactiva a los microorganismos al
dafiar su material genético (Kim et al., 1999). Su modo de accién es rapido y no produce compuestos

halogenados téxicos como en el caso del cloro (Miller et al., 2013).

Pese a sus multiples beneficios como desinfectante, el ozono es inestable, puede
descomponerse en oxigeno y radicales libres, por lo que el uso excesivo de ozono puede provocar la
oxidacion superficial de alimentos y puede influir sobre la pérdida de coloracidn de los alimentos, es
capaz de oxidar lipidos que protegen los alimentos, aunque existen reportes favorables en otras
investigaciones que sugieren que el efecto de tratamientos con ozono dependera de la
concentracién del ozono y la composicién quimica de los alimentos, tiempo de contacto,
temperatura, pH, asi como distintos factores del tratamiento (Miller et al., 2013). El ozono es
irritante para la nariz, garganta y ojos y la exposicion a 2, 4, 15 y 95 ppm en una hora pueden inducir

efectos sintomaticos, irritantes, téxicos e irreversibles letales, respectivamente (Kim et al., 1999).

Agentes bioldgicos.

Polimeros — Quitosano. Mientras que el empleo de fungicidas quimicos representa un
problema, debido a que reducen la cantidad y calidad del producto, favoreciendo a su vez la
contaminacién ambiental, se ha recurrido al empleo de fungicidas biolégicos, empleando quitosano

y AgNP (Le Quang Luan & Xo, 2018).

En cultivos de pimienta en reemplazo de fungicidas quimicos para hacer frente a

enfermedades graves como la pudricién de la raiz, se ha empleado ampliamente el quitosano (Le
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Quang Luan & Xo, 2018), siendo este un polisacarido naturalmente abundante, segundo después de
la celulosa, como un medio de conservacidon (Khot et al., 2012) y recubrimiento de semillas, la
produccidn de fertilizantes y semillas artificiales (Kume et al., 2002; Le Q. Luan et al., 2005; Tay et al.,
1993; Vasyukova et al., 2001), ademas de presentar otros numerosos beneficios frente a plagas

fungicas (Walker-Simmons et al., 1983).

El quitosano u oligdmero de glucosamina b-1,4-ligado es un desecho de las pesquerias de
camardn y cangrejo, ha sido empleado contra el moho gris B. cinerea, se ha observado el potencial
de este polimero para mejorarla tolerancia hacia el moho gris (Trotel-Aziz et al., 2006). De acuerdo a
estudios, la quitina, un componente de las paredes celulares de muchos hongos puede reaccionary
convertirse en quitosano a través de una reaccion de desacetilacion, la quitina es detectada por las
plantas que a su vez producen enzimas quitinasas para hacer contra a la infeccidn por hongos, sin
embargo, estas enzimas pueden activarse inducidas por el quitosano, este mecanismo se ha
observado en plantas de guisantes, en donde se produjeron fitoalexinas y se probé contra Fusarium
solani (Hadwiger & Beckman, 1980), mientras en plantulas de arroz se indujo a la produccién de
proteinas PR, planta de meldn y trigo (Vander et al., 1998), entre otros estudios tanto in vivo como

in vitro.

En un estudio se empled quitosano comercial, se incubd en hojas de plantas de vid con
Botrytis cinerea, a las cuales se les suplementd diferentes concentraciones de quitosano (0-300
mg/L). En el experimento controlado se demostré que el quitosano es un inductor de reacciones de
defensa en las hojas de la vid, observandose actividad de enzimas marcadoras de la respuesta de
defensa de las plantas como LOX (enzima lipooxigenasa), PAL (fenilalanina amoniaco-liasa,

activadora de las vias fenilpropanoides) y quitinasas. La induccidn de dichas enzimas llegaba a su
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pico maximo a 150 mg/L de quitosano. Se evidencié disminucién de lesiones necréticas por B.
cinerea en concentraciones de 150 mg/L de quitosano (Tabla 1) y se observé que el quitosano
inhibid el crecimiento de B. cinerea in vitro de una manera dependiente de la dosis (Figura 5)

(Trotel-Aziz et al., 2006).

Figura 5

Crecimiento micelial de B. cinerea tras tratamiento con quitosano

Mycelial growth (mm)

Chitosan (mg )

Nota. Efecto del quitosano sobre el crecimiento radial de B. cinerea en placas de agar que contienen
diferentes concentraciones de quitosano (0, 75, 150, 200, 250, 300 mg/L) 1). Los datos son medias de

2 experimentos independientes con 3 repeticiones.

Tabla 1

Efecto protector del quitosano en hojas de pldntulas infectadas con Botrytis cinerea.



Chitosan (mg 17")

Necrotic
lesion (mm)

Corresponding
Protection (%)

75
150
200
250
300

20+3
612
0+0
24+22
4.6+1.8
102

0+0
70+10

1000
88+11

77+9
50+10

Nota. Las hojas de vid se dejaron flotar durante 20 h en una solucidn tampdn que contenia
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diferentes concentraciones de quitosano (0—300 mg I) 1), se retiraron de la solucién y se infectaron

con una suspension de conidios de Botrytis. Las lesiones necrdticas se midieron 7 dias después de la

infeccion. Cada tratamiento se realizé por triplicado con al menos 10 hojas en cada ensayo. Los

datos son medias de 2 experimentos independientes.

El quitosano también ha sido probado con patdgenos del mildiu polvoso en cotiledones de

pepino inoculados con Sphaerotheca fuliginea y Erysiphe cichoracearum, de dos razas distintas cada

una, inocularon quitosano en concentraciones de 1%y 2,5%, encontrandose que la concentracion

mas alta de quitosano inhibio significativamente la incidencia de mildiu en cotiledones pretratados

inoculados con ambos patdgenos, disminuyendo los didmetros de las lesiones (Moret et al., 2009).

Hongo Trichoderma spp.

Generalidades.

Pertenecientes al reino Fungi, division Ascomycota, subdivisién Pezizomycotina, clase

Sordariomycetes, orden de los Hipocreales, familia Hypocreaceae (N. Zhang et al., 2006), dentro de

estos Trichoderma es el taxdn mas grande (Martin, 2013). Fueron descritos por primera vez hace

doscientos afios y confundidos con un gasteromiceto (Persoon, 1794), Bisset (Bissett, 1991), realizd

la clasificacién infragenérica, determinandose cinco secciones (Longibrahiatum, Saturnisporum,
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Pachybasium, Hypocreanum, Trichoderma). El género Trichoderma destaca debido a su capacidad
para parasitar Ascomycetes y especies cercanas filogenéticamente, el estudio genético de algunas

de sus especies sugiere que el micoparasitismo es innato del género (Kubicek et al., 2011).

Trichoderma es un género de hifomicetos, deuteromicetos filamentosos, imperfectos, ya
gue no se conocen en etapa sexual (Howell, 2003). De rdpido crecimiento en cultivo, presentan
numerosos conidios generalmente lisos, sin embargo, rara vez pueden ser ornamentados, son
elipsoidales a oblongos, inusualmente globosos, su coloracion va de amarillo (inusual) a verde o
hialino, el reverso de las colonias exhibe coloraciones entre amarillo y amarillo verdoso, e incluso

incoloro o dmbar (Howell, 2003).

Estructuralmente se presentan como conidiéforos complejos con ramificaciones (Sharma &
Salwal, 2017). Cuentan con abundantes clamidosporas globosas a subglobosas, las cuales se forman
en las hifas, ya sea en las puntas o dentro de estas estructuras (Samuels, 1996). Ubicuos en
ambientes como el suelo, donde abundan en su mayoria, incluyendo en el humus (Wardle et al.,
1993), se les considera cosmopolitas, debido a su distribucidn en diversos habitats alrededor del
mundo, debido a su capacidad para metabolizar una gran variedad de sustratos y producir
numerosos metabolitos secundarios y algunos son endofiticos (Mulaw et al., 2013). Trichoderma

destaca entonces por su versatilidad nutricional.

Algunas especies de Trichoderma tienen la capacidad de producir enzimas (entre ellas
enzimas celuloliticas a través de organismos como T. reesei, haciendo a este organismo de interés
industrial) pudiendo en algunos casos atacar o inhibir el crecimiento de otros hongos, caracteristica

util en el control bioldgico de patdgenos en suelos que afectan a los cultivos (biofungicidas), se
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conoce que T. harzianum y T. virens poseen enzimas quitinoliticas, capaces de degradar las paredes
celulares de otros hongos y asi impedir el crecimiento del micelio (Gunderson et al., 1987), esto ha
hecho atractivo a este género a nivel comercial, elaborandose preparados de los mismos para

beneficios en la agricultura (Benhamou & Chet, 1993; Dennis & Webster, 1971).

Algunas especies de Trichoderma pueden comportarse altamente oportunistas, llegando a
devastar plantaciones de hongos e incluso logran parasitar humanos, también se ha empleado a
este género en el estudio de control genético, manipulacion de hongos filamentosos y como
promotores de crecimiento en plantas (biofertilizantes) (Kubicek et al., 2019), son considerados

competidores agresivos, sin embargo, esto depende de la especie (Wardle et al., 1993).

Modo de accidn.

Trichoderma es uno de los agentes de control biolégico mas estudiados y empleados en gran
variedad de cultivos (Pascale et al., 2017). Debido a su capacidad antagdnica frente a patégenos del
suelo, atribuyéndosele actividad antimicrobiana contra un importante nimero de bacterias,
levaduras y hongos filamentosos (Vizcaino et al., 2006) combinando propiedades de lisis enzimatica,
secrecion de sustancias antibidticas y su cardcter de fuertes competidores por el espacio, nutrientes
y sustrato (Gary E. Harman et al., 2004; Howell, 2003), algunas de sus especies tienen la capacidad
de actuar como simbiontes oportunistas al interactuar de manera intima con las raices de las
plantas, penetrando la epidermis de la raiz (Gary E. Harman et al., 2004; Shoresh et al., 2010),
durante este proceso de simbiosis Trichoderma obtiene nutrientes, mientras brinda proteccion

contra patégenos invasores y el estrés abiotico (Gary E. Harman et al., 2004; Shoresh et al., 2010).
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Produccion de antibidticos.

Se cree que Trichoderma podria producir mas de 1000 compuestos, dependiendo de la cepa
y las condiciones ambientales (Hermosa et al., 2014). Entre los antibidticos producidos por
Trichoderma, se puede realizar una clasificacidon: 1) Metabolitos volatiles y de bajo peso molecular:
se trata de metabolitos con alta presidn de vapor y no polares, incluye a los compuestos aromaticos
simples, algunas pironas y butendfilos, terpenos voldtiles, isocianos. 2) Metabolitos polares y de alto
peso molecular: incluye a los peptaibols, compuestos de gliovirina, gliotoxinas, esta clase de

metabolitos ejercen accién a través del contacto directo entre Trichoderma y sus antagonistas.

Los Peptaibols son péptidos antibidticos lineales, anfipaticos (Rebuffat et al., 1992)
comprenden de 7 a 20 aminodcidos, son producidos por la péptido sintasa no ribosémica de
organismos fungicos (Chugh & Wallace, 2001; Chutrakul et al., 2008) se caracterizan por un
aminoacido inusual dcido a-aminoisobutirico (Aib), un aminoacido C-terminal-hidroxilado y N-
terminal-acetilado (Chugh & Wallace, 2001) poseen caracteristicas antibacterianas, antifungicas y
anticancerigenas, mas de 190 de estos compuestos son producidos por algunos clados de

Trichoderma (Hermosa et al., 2014).

Los peptaibols inhiben a las enzimas asociadas a la sintesis de la pared celular del hongo
diana, ademas, se ha demostrado que estas moléculas pueden inducir a apoptosis independiente de
metacaspasas en diferentes lineas celulares, como las de Fusarium oxysporum, debido a la
acumulacién de vacuolas citoplasmaticas acompafiada de una compleja ruta de senalizacién, que

incluye la acumulacién de Ca?* y especies reactivas de oxigeno (ROS) en el citosol (Shi et al., 2012).
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Los policétidos (PK) son compuestos sintetizados por enzimas complejas policétido
sintetasas (PKS), estos compuestos presentan propiedades antimicrobianas, anticancerigenas e
inmunosupresoras y parecen facilitar la competencia por el sustrato a los organismos productores
(Khosla, 2009), se conoce que T. virens y T. atroviride albergan una gran cantidad de genes PKS

(Kubicek et al., 2011).

Micoparasitismo.

El micoparasitismo es la forma mas importante de antagonismo frente a un patégeno,

involucrando el contacto fisico entre ambos agentes (Kamal Krishna Pal & Gardener, 2006).

El fendmeno inicia con el crecimiento quimiotrépico del micelio del hongo antagonista sobre
el hongo patdgeno, se produce un enrollamiento y posterior secrecidon de enzimas hidroliticas que
disuelven la pared o membrana celular (Tewari & Mukhopadhyay, 2001), estas enzimas
degradadoras de la pared celular (CWDE) permiten que los materiales de la misma, como el $-1,3
glucano y la quitina sean empleados por Trichoderma como nutrientes para su desarrollo (Yedidia et

al., 2001).

Resistencia inducida.

En plantas expuestas a Trichoderma se ha observado el enrollamiento de las hifas del hongo
alrededor de las raices, colonizandolas, se forman apresorios donde crece intercelularmente en la
epidermis y corteza de la raiz, lo cual provoca que la planta produzca compuestos fenélicos y limite
el crecimiento endofitico de Trichoderma en las raices (Yedidia et al., 1999), esta interaccion resulta

en una reprogramacion a nivel de transcriptoma y proteoma de la planta (Shoresh et al., 2010).
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Trichoderma secreta algunas sustancias que pueden identificarse como patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs), los cuales desempefian un papel clave en lo referente
ainmunidad innata (Bent & Mackey, 2007), algunos de estos pueden ser los peptaibols, asi como los
oligosacaridos y compuestos de bajo peso molecular liberados por las paredes celulares de hongos
por la actividad de las enzimas de Trichoderma (De Souza et al., 2008; Gary E. Harman et al., 2004;

Woo et al., 2006).

Segun el tipo de agente inductor, en plantas se tiene dos tipos de induccion de resistencia,
la resistencia sistémica adquirida (SAR) provocada generalmente por una infeccién local permite una
resistencia a largo plazo para infecciones posteriores, esta correlacionado con la activacion de genes
PR que promueven la activacion de proteinas de resistencia (PR) y necesita de la participacion del
acido salicilico, el agente inductor es bidtico, mientras la resistencia sistémica inducida (ISR) se
produce gracias a agentes inductores abidticos (Kué¢, 2001), los cuales pueden ser promovidos por la
colonizacidn de las raices por parte de microorganismos no patégenos, se produce una cascada de

sefiales que involucran el acido jasmdnico y etileno.

Se conoce también que los jasmonatos participan en el crecimiento de la raiz (C. Zhang &
Huang, 2013) y promueven la biosintesis de enzimas involucradas en la resistencia en plantas, tales
como fitoalexinas (polifenol oxidasa, calcona sintasa, fenilalanina amonio sintasa) (Jankiewicz &
Urbanczyk de Espinoza, 2003), también que el acido jasmdnico genera efectos similares a los del

abscisico en la planta (Schilmiller & Howe, 2005).
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Efecto de Trichoderma como control bioldgico.

Estudios pasados han evaluado el empleo de Trichoderma harzianum, cepa T-22 (mutante
competente en la rizdésfera) en variedades de plantas anuales, entre otras formas, como
recubrimiento de raices, en todo tipos de suelos, tanto acidos como alcalinos (Lo et al., 1996),
arenosos o arcillosos y con un contenido de materia orgdnica variable (G. Harman & Bjorkman,
1998) encontrando que la cepa colonizaba las raices y desplazaba a otra microflora, cambiando la
composicion microfloral de la raiz, lo que desencadenaba en proteccion contra enfermedades,
disminucion de la sensibilidad de los cultivos al estrés (sequia) y permitié el desarrollo de estas,
haciéndolas mas grandes y robustas (Figura 6) (R. Baker et al., 1984; Chang et al., 1986), entre otros

beneficios.

Figura 6

Desarrollo radicular de semillas tratadas y no tratadas con Trichoderma harzianum T-22 Planter Box.

Without T-22 With T-22 Without T-22 With T-22

Nota. (A) Raices de maiz dulce cultivadas, el incremento de densidad radicular no influyé sobre el
rendimiento. (B) Raices de soja, rendimiento del 123% en plantas tratadas con T-22. Tomado de G. E.

Harman (2000).
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Se cree que esto se debe al desplazamiento de la microflora nociva de la raiz, asi como por
efectos de productos bioquimicos que actuan directamente sobre la planta, modificando el
proteoma y metabolismo de la misma (G. E. Harman et al., 2004). La colonizacidn de la raiz con T-22
se ha logrado se ha logrado en tratamientos de semilla previo a la siembra, empleando granulos de
difusién en la superficie del suelo plantado, o como granulos incorporados en mezcla de siembra de
invernadero, asi como a través de suspensiones conidiales en macetas de invernadero (G. E.

Harman, 2000).

En plantas como el maiz, también se han observado rendimientos de cosecha superiores en
los tratamientos con T-22, frente a los no tratados (empleo de T-22 en tratamiento de semillas)
(Figura 7), asi como el incremento en el aprovechamiento de nitrogeno (Piekkielek & Fox, 1992), lo

cual contribuye a la reduccidn en el uso de fertilizantes (G. E. Harman, 2000).

Figura 7
Plantas de maiz dulce expuestas a tratamiento con formulacion granular por difusion de T. harzianum

T-22 (10 kg/ha).

! Without T-22 With T-22

Nota. Se realizé un tratamiento estandar de semillas con fungicidas. Tomado de Harman (2000).
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Segun (G. E. Harman, 2000), un mayor desarrollo de la raiz es influyente sobre la tolerancia
al estrés bidtico, el enraizamiento mejorado, entonces, podria inducir a un incremento en la

tolerancia de plagas de la planta.

Fourie et al., (P. Fourie et al., 2001) estudié el potencial de Trichoderma para el control
bioldgico de Cylindrocarpon spp. causantes de la enfermedad del pie negro, encontrando que los
tratamientos con Trichoderma generaban un crecimiento superior en 41.7% en la raiz y como

resultado se aislaron 42.9% menos hongos pertenecientes a Cylindrocarpon spp. de las raices.

Diversos beneficios se le atribuyen al empleo de Trichoderma en las plantas, debido a la
presencia de metabolitos secundarios (Pascale et al., 2017) y enzimas (Waghunde et al., 2016) que
contribuyen en: el control contra patégenos y otras enfermedades, el crecimiento de la plantay la

mayor disponibilidad de nutrientes (Pascale et al., 2017).

Un estudio reciente, evalud la respuesta de los sembrios de mora de Castilla cultiva en la
Provincia de Tungurahua - Ecuador a T. asperellum (1.53 X 109 CFU/g), y encontré rendimientos
superiores en plantas inoculadas frente al control no inoculado (rendimiento incrementado en el
crecimiento de la planta: Tisaleo 17%, Pillaro 14% y Huachi Grande 39%), el estudio a su vez
encontro correlacion significativa (r = 0.60,p = 0.002) entre el contenido de materia orgdanica
en el suelo con la poblacién de T. Asperellum a los 30 dias de inoculacion de la cepa (Viera et al.,

2019).

Saravanakumar et al. (2016), en “Synergistic effect of Trichoderma-derived antifungal

metabolites and cell wall degrading enzymes on enhanced biocontrol of Fusarium oxysporum f. sp.
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cucumerinum", al sudeste de China probaron el efecto antagonista in vitro de 100 cepas de
Trichoderma, para prevenir el marchitamiento vascular del pepino, seleccionando a 10 cepas con un
porcentaje superior al 85% de inhibicidon de Fusarium oxysporum para pruebas de invernadero en
pepino, seleccionando CCTCC-RW0014, la cual mostré una reduccion de la enfermedad del 71.67%,
en este estudio se investigd a través de RT-qPCR la colonizacidon de raices por Trichoderma, para
cuantificar en tiempo real el ADN objetivo, empleando un cebador especifico para la deteccion del
biocontrol, los metabolitos derivados de la cepa seleccionada se determinaron por cromatografia de

gases espectrémetro de masas (AutoSystem XL GC / TurboMass MS).

También se estudid la posible interaccién entre metabolitos secundarios de Trichodermay la
proteina de crecimiento de FOC Snt2 al reconstruir bioinformaticamente a las moléculas y
estudiando los modelos de unién para el sitio activo, se encontrd una alta energia de acoplamiento

entre Snt2 y 1,6-difenilhexano-1,3,4,6-tetrona.

Saravanakumar et al. (2017), en “Effect of Trichoderma harzianum on maize rhizosphere
microbiome and biocontrol of Fusarium Stalk rot” hablan sobre la influencia Trichoderma harzianum
sobre la podredumbre de tallo de maiz causada por Fusarium graminearum, para lo cual trabajaron
in vitro con 100 aislados de Trichoderma encontrando que la cepa con mayor porcentaje de
antagonismo frente al patégeno (96.30%) fue CCTCC-RWO0024, para la cual se realizaron pruebas de
invernadero, donde el ensayo de qRT-PCR demuestra que la presencia de Fusarium graminearum en
la raiz del maiz disminuyd en 66%. La pirosecuenciacion demostrd que la poblacion de
acidobacterias en la rizésfera incrementd en un 18.4%, las cuales promueven el crecimiento del
maiz, la pirosecuenciacién se desarrolld extrayendo el ADN gendmico de las muestras del suelo,

posteriormente por espectrofotometria UV en gel de agarosa de 0.8% se probd la pureza del ADN
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(20 min, 120V), se amplificaron las regiones ITS de interés por PCR y se purificaron los productos con
AMpure Beads, cuantificaron el ADN con PicoGreen dsDNA para su posterior piroseminacion con
Roche 454 GS FLX. Para determinar la correlacidn entre la actividad antagonista de la cepa de
biocontrol y la actividad enzimatica de la quitinasa y la B-glucanasa, se determind la capacidad de
hidrdlisis en base a formulas que implicaron la medida de las colonias del biocontrol y el patégeno,
ademas se aisld el ARN de Trichoderma y por transcripcidn inversa se obtuvo DNAc, en donde se
determind la expresidn génica por PCR cuantitativa de tiempo real FTC-3000, encontrandose un 19%

y 50% de correlacion positiva, respectivamente.

En Cevallos y Tisaleo, cantones de Tungurahua, provincia del Ecuador, el INIAP (Instituto
Nacional de Investigacidon Agropecuaria), junto al Programa de Fruticultura y contando con el apoyo
de la AgResearch de Nueva Zelanda realizaron un estudio acerca de nuevas técnicas agroecoldgicas
o de produccion limpia de mora de Castilla en beneficio de los campesinos de la zona centro del
Ecuador. En la investigacion de (Martinez et al., 2019), se evaluaron tratamientos con y sin
Trichoderma (conidios de Trichoderma viridae comercial al 5%, 150 g/ha: dosis recomendada
comercialmente) con abonos orgéanicos y sintéticos, en donde se observé que la incidencia de
Trichoderma en el nimero de frutos, peso por fruto (g) y rendimiento (kg/ha) fue significativa tanto
en el manejo limpio (abonos sintéticos) como en el manejo orgdnico (abonos orgdnicos) , mientras la
incidencia de Peronospora y Botrytis en frutos y de marchitez en la planta fue significativamente
mas baja en los tratamientos con Trichoderma. Resultados similares se obtuvieron en un reciente
estudio donde se evalud el potencial antagonista de Trichoderma en pruebas in vitro contra Botrytis

(Pincay et al., 2021).
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Las medidas de control adoptadas por el INIAP en Ecuador frente a enfermedades
provocadas por hongos patégenos como la marchitez descendente de la mora, o también conocida
como enfermedad de pie negro, el mildiu polvoso y la pudricion del fruto por Botrytis, incluyen a
Trichoderma, ya sea solo o suplementado con caldo bordelés neutralizado o Penconazol en casos de
mildiu polvoso leves y severos, mientras que para tratar la pudricién de la mora se emplea
Trichoderma suplementado con caldo bordelés y Bacillus spp. o fungicidas a base de imidazoles,

triazoles, dependiendo de la severidad del caso (Villares et al., 2016).

Suelo de la rizosfera

Las plantas albergan una microbiota altamente compleja en los suelos estrechamente
adheridos a las raices, como la rizésfera y la microbiota radicular, la composicién microbiana que
habita estos suelos de acuerdo a estudios es radicalmente distinta a la de suelos a granel (Hein et

al., 2007).

Los microorganismo que colonizan la rizésfera de las plantas representan un factor de gran
impacto en el rendimiento de cultivos, tanto en la produccién como en la resistencia a plagas, por
ello es importante comprender precisamente los mecanismos que subyacen de la interaccion suelo-
microorganismo-planta, para convertir la teoria cientifica en la produccidn real, sin embargo, este

conocimiento es aun limitado (Qu et al., 2020).

Como consecuencia a esta necesidad existen actualmente numerosos enfoques de estudio
de microbiomas, en donde destacan los estudios de abundancia, actividad y composicion
microbianas a través de métodos como la secuenciacion de Amplicon y la metagendmica de

escopeta (Qu et al., 2020). La investigacion actual se basa en la técnica de secuenciacion de
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Amplicén para evaluar la microbiota fungica presente en tratamientos con Trichoderma frente a

aquellos sin este biocontrol, con la tecnologia Illumina MiSeq.

Factores ambientales determinantes en el microbioma

Factores como la humedad y el pH tienen la capacidad de alterar la actividad microbiana
(Gorissen et al., 2004; Pasca et al., 2012). De acuerdo a un estudio en matorrales en Reino Unido,
Dinamarca, Paises Bajos, Espafia, en donde se aplicaron tratamientos de sequia y calentamiento a
escala de campo, se llegd a la conclusion de que en el largo plazo la falta de humedad puede llegar a
afectar el funcionamiento de ecosistemas, debido a que influye sobre la biomasa microbianay su
capacidad en los procesos de descomposicidn que juegan un papel central en los ciclos de nutrientes
del suelo, tales como el ciclo del carbono (Gorissen et al., 2004), mientras que (Pasca et al., 2012)
concluyeron que el pH y la humedad guardan relacion con el contenido de potasio disponible en el
suelo y que son factores que pueden cambiar la competencia entre los microorganismos de este

habitat.

Determinacion de concentracién y pureza de una muestra de ADN

La espectrofotometria permite determinar la concentracién y pureza de una muestra de
ADN en base a la absorbancia que posee un compuesto a una longitud de onda dada. La
concentracion se logra a partir de la absorbancia a 260 nm, mientras que las relaciones A260/280 y

A260/230 permiten evaluar la pureza (Banco Nacional de ADN, 2020).

La absorbancia maxima del ADN es a 260 nm, sin embargo, al tomar una lectura a 260 nm es
posible sobreestimar el contenido de ADN debido a contaminantes como proteinas por lo que la

relacion 260/280 es un buen indicador de estos contaminantes, cuando esta relacion es > 1.8 se
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considera un ADN puro o de buena calidad, cuando es <1.8 (Mettler Toledo, 2021), es debido a una

probable contaminacién, valores < 1.5 indican una impureza que puede estar comprometiendo la

funcionalidad de la muestra, la cual puede involucrar compuestos aromaticos o proteinas, mientras

que la relacion A260/230 es un indicador de sales, fenoles e hidratos de carbono, entre otros

(Banco Nacional de ADN, 2020).

Andlisis de microbiomas

Figura 8

Enfoques de andlisis de microbiomas por secuenciacion y plataformas de secuenciacion comunmente

empleadas.
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Mas del 99% de microorganismos en cualquier entorno no han logrado ser cultivados
mediante técnicas de cultivo estdndar, por lo que actualmente se emplean nuevas metodologias
independientes de cultivo para obtener informacidn a partir de esas enormes comunidades
desconocidas (De Tender et al., 2017). En la actualidad el método molecular mas empleado en este
interés es (HTS) High-Throughput Sequencing, secuenciacion de alto rendimiento o secuenciacion
masiva a través de tecnologias Miseq, HiSeq, NextSeq, NovaSeq y MiniSeq y a partir del 2014 se
incorpora la tecnologia single molecule real-time [SMRT] o secuenciacién de molécula Unica

(Hernandez et al., 2020).

Las metodologias mas empleadas en la identificacion microbiana y genotipado son
secuenciacion de amplicdn y metagendmica de escopeta (Shotgun sequencing), una tecnologia que
realiza la secuenciacién de cadenas de ADN aleatorias, dividiendo el ADN en numerosos segmentos

de cadena corta para secuenciarlos mediante el método de terminacidn de cadenas.

Durante los ultimos 25 afos la secuenciacidon de amplicones de genes ha sido la principal
técnica para el estudio filogenético y de taxonomia de microbiomas complejos. A través de esta
técnica es posible identificar bacterias, arqueas, hongos y micobacterias empleando genes
marcadores, que en su mayoria se conservan funcionalmente a través de distancias filogenéticas,
por ello sirven también con relojes moleculares para estudio de cambios evolutivos (Bharti &

Grimm, 2021).
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Identificacion molecular con secuenciaciéon de nueva generacion (NGS) La secuenciacidn es
una tecnologia que permite descifrar la composicidén en bases nitrogenadas del ADN o ARN, el
método de Sanger, en honor al equipo dirigido por Fred Sanger fue una de los primeros métodos de
secuenciacioén y se posiciond como un método estdndar para la secuenciacién durante muchos afios,
debido a su precisién, empleando didesoxinucledtidos (ddNTP) los cuales que carecen de un grupo

3'-hidroxilo (-OH) en la desoxirribosa extraida (Rodicio & Mendoza, 2004).

A principios del siglo XXI nuevos métodos de secuenciacién toman parte, los basados en la
pirosecuenciaciéon y los NGS (Next Generation Sequencing) con tecnologias como 454 GS de la
compaiiia Life Sciences-Roche. Posteriormente nacen los métodos HTS (High-Throughput
Sequencing) o secuenciacién masiva con tecnologias como lon Torren de Life Technologies o
Illumina, que aparece por primera vez en el 2006. lllumina MiSeq se comercializé a partir de 2011.
En la actualidad se cuenta incluso son secuenciadores de tercera generacién como SMRT (single
molecule real-time) empleados para la secuenciacion de molécula Unica como el equipo portatil
MinlON™ de Oxford Nanopore Technologies (2014), entre otros (King et al., 2021; Loman et al.,

2012).

La identificacidn molecular parte de la extraccidon de ADN a partir de un cultivo del
microorganismo de estudio o de la muestra directamente extraida (Rodicio & Mendoza, 2004). La
secuenciacién masiva constituye una herramienta poderosa para el analisis de la biodiversidad
microbiana en muestras bioldgicas y ambientales, permitiendo la lectura en paralelo de millones de
secuencias a un costo asequible y requiriendo la aplicacion de bioinformatica (Hernandez et al.,

2020).
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Los analisis filogenéticos inician con la alineacién de las secuencias obtenidas,
organizandolas para encontrar residuos homologos, la homologia implica la existencia de un
ancestro en comun, por lo cual la inferencia filogenética se basa en la hipétesis de que las
caracteristicas sujeto de comparacién se encuentran relacionadas por un ancestro en comun,
mientras la similitud podria implicar un ancestro en comun o ser resultado del azar (C. Woese &

Olsen, 1993).

En la secuencia los sitios conservados son importantes para reconocer secuencias
homadlogas, sin embargo, no proporcionan informacion filogenética, esta se determina gracias a los
sitios ligeramente variables, pues estas indican caracteristicas particulares de grupos mas profundos,
sin embargo, al producirse el cambio lentamente, solo un nimero limitado cambia dentro de un

intervalo evolutivo interesante (C. Woese & Olsen, 1993).

A través de estudios filogenéticos moleculares se conoce que en una muestra ambiental un
bajo porcentaje de los microorganismos pueden cultivarse en condiciones de laboratorio (Amann et
al., 1995). Aunque actualmente no se cuenta con un dato en especifico del porcentaje de bacterias

cultivables en una muestra, debido a la variabilidad de los mismos, se han encontrado valores de

0.5% de células cultivables en muestras de lagos, rios, agua potable, agua de mar, suelos, entre
otros (Lloyd et al., 2018), contra fracciones superiores que alcanzan el 7% en bacterias
guimioheterotroéficas de un lago eutréfico (Bartscht et al., 1999), y otros valores superiores(Pinhassi

et al., 1997), sin embargo, un porcentaje dominante de estos microorganismos permanecen sin ser

cultivados (Lloyd et al., 2018; Steen et al., 2019)).
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La secuenciacién de amplicones de un locus en particular, como genes marcadores
taxondmicos ya sea el gen 16S de rRNA en bacterias, 18S rRNA en células eucariotas o ITS en hongos
es un método revolucionario para la investigacion de los microorganismos presentes en los
ambientes, debido a que al estudiar el ADN extraido de las comunidades de interés no se requiere
cultivar a los microorganismos para determinar la presencia de estos, permitiendo de manera
rentable el censo de dichas comunidades (B. Callahan et al., 2020), de este modo, es posible
detectar a organismos no cultivables provenientes de cualquier fuente ambiental (G. C. Baker et al.,

2003)

El analisis detallado de las comunidades microbianas a través de secuenciacién genera
millones de lecturas de los acidos nucleicos que componen a los microorganismos. Zuckerkandl &
Pauling (1965), propusieron el empleo de secuencias de genes como marcadores filogenéticos,
mientras C. R. Woese & Fox (1977), abririan paso a la creacidn de oligos especificos para nuevos

taxones.

Tecnologia de secuenciacion lllumina Miseq

La agrupacién es un proceso en el que cada molécula de fragmento es isotérmicamente
amplificada, la celda de flujo es un portaobjetos de vidrio con carriles (Figura 9 a.), cada carril es un
canal recubierto (Figura 9 b.), sobre este se encuentran dos tipos de oligos (Figura9c.), la
hibridacion esta habilitada por el primero de los dos tipos el cual va a la superficie, este oligo es
complementario a la regién adaptadora en una de las hebras del fragmento (Figura9d.ye.), la
polimerasa crea un complemento del fragmento hibridado (Figura 9 f.), el fragmento hibridado se

desnaturaliza y la plantilla original se lava de las hebras clon (lllumina, 2014).
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Figura 9

Secuenciacion lllumina paso a paso
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Nota. a) vista frontal celda de flujo, b) imagen de uno de los canales, c¢) canal recubierto por dos tipos
de oligos, d) modelo de secuencia de libreria, €) complementariedad secuencia-oligo, f) amplificacién

de la secuencia con polimerasas, g) formacion del puente e hibridacion con segundo oligo, h)
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amplificacidn - formacion de doble hélice con polimerasas i) deshibridacién — cadenas forward y

reverse, j) millones de clisteres de secuenciacion. Tomado de (lllumina, 2014).

Posteriormente, ocurre la amplificacidon por puente, para lo cual la hebra clon se pliegay la
region adaptadora se hibrida con el segundo tipo de oligo (Figura 9 g.), las polimerasas celulares
generan la hebra complementaria que forma una doble hélice (Figura 9 h.), el puente se
desnaturaliza generando dos copias monocatenarias que estan atadas a la celda de flujo (Figura 9
i.), se corta la cadena original del oligo de la celda y el proceso se repite para la copia clon, este
proceso ocurre para cada una de las cadenas una y otra vez simultdneamente para millones de
clusteres (Figura 9 j.) que resultan en la amplificacion clonal de todos los fragmentos después de la
amplificacion del puente. Las hebras inversas se cortan y se lavan dejando solo las hebras delanteras

(lMumina, 2014).

La secuenciacion inicia con la extension del primer cebador para producir la primera lectura,
con cada ciclo los nucleétidos marcados con fluorescencia compiten para adicionarse en la
secuencia de la plantilla, posteriormente a su adicion los nucleétidos son excitados por una fuente
de luz y estos emiten una sefial fluorescente caracteristica, esta forma de secuenciacién de
denomina secuenciacion por sintesis (Figura 9 a.). El nimero de ciclos determina la longitud de la

lectura. La longitud de onda de emisidn junto con la intensidad de la sefial determina la base.

Todas las hebras idénticas se leen simultdneamente cientos de millones de veces, los grupos
se secuencian en un proceso masivamente paralelo (Figura 10 b.). Todo el proceso genera millones
de lecturas que representan todos los fragmentos. Las secuencias de las bibliotecas de muestras

agrupadas se separan en funcion de los indices Unicos introducidos durante la preparacion de la
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localmente hacia adelante y hacia atras (Figura 10 d.).

Figura 10

Proceso de la secuenciacion
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Nota. a) Secuenciacidn por sintesis. b) Celda de flujo después de completar la primera lectura. c) y d)
Agrupacién de secuencias de acuerdo con los indices Unicos. e) Alineamiento de secuencias de

acuerdo con el genoma de referencia. Tomado de (lllumina, 2014).
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Las lecturas se emparejan creando secuencias contiguas, estas secuencias contiguas son
alineados con el genoma de referencia para la identificacidon de variantes, la informacidn se utiliza

para resolver alineaciones ambiguas (Figura 10 e.) (Illumina, 2014).

Marcadores moleculares en la Ecologia microbiana molecular.

16S rRNA. Polirribonucleétido, codificado por el gen rrs (16 rDNA) cuya extension es de
aproximadamente 1500 nucleétidos, presenta una estructura de plegamiento secundaria (Neefs et
al., 1990), con segmentos de doble y simple cadena de manera alternada, por lo que consta de tallos
y bucles, las secuencias presentes en algunos de los bucles son a menudo conservadas en casi todas
las especies de bacterias, debido a que estan involucradas en funciones esenciales, mientras que las
regiones variables a menudo involucran caracteristicas estructurales que pueden ser especificas de

cada especie (Van de Peer et al., 2013).

Se encuentra en al menos una copia en el genoma bacteriano, y también esta presente en
todos los genomas mitocondriales que tras una larga vida en simbiosis han perdido la gran mayoria
de su genoma ancestral (Gray et al., 1999). En células eucariotas la macromolécula equivalente es el

18S rDNA (G. C. Baker et al., 2003).

16S rRNA posee secuencias caracteristicas conocidas como oligonucléotidos firma los cuales
son secuencias cortas especificas presentes en todos los miembros de un grupo filogenético
determinado, muy escasamente se presentan en otros grupos, los cuales pueden ser préximos, por
esta razon estas secuencias pueden emplearse para clasificar a las bacterias en grupos o taxones,

ademas, al poseer una secuencia relativamente larga durante su estudio se minimizan las
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fluctuaciones estadisticas, asi como su estructura secundaria conservada favorece la alineacion

precisa de las secuencias (C. R. Woese et al., 1985).

16S rRNA se encuentra en todos los procariotas, constituye entonces una diana universal de
este dominio, su estructura y funcidon han cambiado minimamente a lo largo del tiempo, por lo cual
las alteraciones en la secuencia podrian indicar cambios aleatorios, que permiten relacionar
organismos alejados y también a préximos, por lo que se pueden establecer relaciones evolutivas en
base a la similitud de secuencias y analizar genealogia molecular, sin embargo, es necesario
considerar que solamente la comparacion de la secuencia del genoma completo puede establecer
relaciones evolutivas exactas, sin embargo, constituye una herramienta poderosa para la evaluacion

de la diversidad bacteriana en muestras ambientales (Gillian C. Baker et al., 2001).

A partir del gen 16S rDNA es posible inferir informacién taxondmica y filogenética, debido a
que existen regiones altamente conservadas con fragmentos comunes entre organismos y regiones
hipervariables, las regiones conservadas que favorecen el disefio de cebadores universales para
amplificar las regiones hipervariables o menos conservadas de los microorganismos (G. C. Baker et

al., 2003) que llevan informacion de la asignacién taxondmica (Y. Wang & Qian, 2009).

Gen de la subunidad beta de la ARN polimerasa (rpoB). rpoB es un gen con presencia
universal en procariotas, posee regiones de lenta evolucién, mientras otras son de rapida evolucion,
lo cual también facilita el disefio de cebadores, parece estar presente solamente en una copia en las
bacterias, un estudio investigd la versatilidad de sus cebadores, asi como comprobd la no

heterogeneidad de este gen a través de PCR-DGGE, mientras que al analizar el gen 16S rDNA en las
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mismas bacterias encontraron una sobreestimacién del nimero de cepas, y algunas cepas no

estuvieron representadas (Dahllo6f et al., 2000).

Asi también el gen marcado rpoB resolvid algunas relaciones filogenéticas de escala fina
entre algunas cepas estudiadas, brindando mayor resolucidon frente al gen 16S rDNA, rpoB posee
una cadena lo suficientemente grande como para inferir filogenia, incluso tras la eliminacién de

fragmentos de alineacidn dificil (Case et al., 2007).

Un importante obstaculo al momento de trabajar con el gen rpoB es que al ser un gen que
codifica proteinas, tiene todas las terceras posiciones de coddn saturadas en una escala larga
evolutiva, esto constituye un problema al disefiar cebadores, sin embargo, algunos de estos se han

desarrollado con éxito

Ademas, otra de las limitaciones al trabajar con el gen 16S rDNA es que no se puede trabajar
a nivel de aminodcidos, como si es posible con el gen rpoB, esto influye especialmente en que al
relacionar proteinas es posible alcanzar la resolucion de relaciones a niveles taxondmicos mas altos,
como filos o dominios, mientras que al trabajar con alineaciones a nivel de nucledtidos se permiten
mutaciones casi neutrales que pueden detectarse en microorganismos relacionados estrechamente
(mutaciones de coddn primero o tercero), como organismos emparentados a nivel de especie. Una
clara ventaja es que el mRNA para el gen rpoB no es igual de abundante que el rRNA en procariotas,

sin embargo, si puede estar en concentraciones significativas.
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El empleo de marcadores genéticos alternativos al gen 16S rRNA es limitada en gran parte
por encontrarse bases de datos relativamente pobres, por lo que se espera se incrementen las

representaciones de bases de datos (Neufeld & Mohn, 2006).

Region del espaciador transcrito interno ribosomico nuclear (ITS). Las regiones ITS son
fragmentos de ADN espaciadores nucleares no funcionales ubicados entre genes de ARN ribosomal
de subunidad pequefia y grande, estan presentes en organismos como bacterias y arqueas (entre los
genes 16S y 23S), eucariotas excepto plantas (ITS1: entre los genes 185y 5.8S e ITS2: entre los genes

5.85y 28S), en plantas (entre los genes 5.8S y 25S) (Edger et al., 2014).

Los denominados ITS1 e ITS2 son los marcadores nucleares mas empleados en el andlisis
filogenético de muchos eucariotas, como plantas, hongos, entre otros, debido a:

e Presencia ubicua en todos los taxones

e Se consideran de evolucién neutra ya que no son funcionales, sin embargo, esto estd en
discusion.

e Alto numero de copias en los genes

e Cebadores altamente conservados

e Marcadores de evolucidn, ya que varian entre especies altamente relacionadas (Bellemain

et al.,, 2010).

De acuerdo a Edger et al. (2014), tanto las regiones ITS1 como ITS2 coevolucionan con al
menos otra posicién con la finalidad de preservar la estructuras secundarias autoempalmadas

funcionales de la molécula en las Brassicaceae, lo que puede alterar las hipotesis filogenéticas.
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Uno de los problemas de trabajar con la regién ITS es que su longitud varia
significativamente entre grupos taxondmicos (Seifert, 2009), los cebadores ITS deben seleccionarse
con cuidado, especialmente cuando se utilizan para la secuenciacién de muestras ambientales de
alto rendimiento, siendo recomendable el andlisis en paralelo diferentes combinaciones de

cebadores o diferentes partes de la regién ITS (Bellemain et al., 2010).

En los hongos, los genes de ARNr 18S, 5.8S y 28S posen regiones del espaciador transcrito
interno hipervariable (ITS) 1 e ITS2 atravesados entre ellos, para establecer relaciones filogenéticas
se emplean cebadores que atraviesen los genes de ARNr 18S, 5.8S y 28S, limitando las regiones ITS1

e ITS2 (Figura 11).

Figura 11

Diagrama regiones del espaciador transcrito interno hipervariable

ITS1-F ITS86F
ITSI

ITS2

ITS86R ITS4

Tomado de Vancov & Keen (2009).

Andlisis bioinformdtico

Preprocesamiento de datos. Los secuenciadores entregan secuencias crudas, que pueden
contener regiones que dificultan o interfieren el ensamblaje por lo que se requiere eliminar o
bloquear regiones antes de comenzar, como bases de mala calidad de lectura, vectores o

adaptadores de la secuenciacién, bases altamente repetidas, contaminaciones (Gdmez & Guerrero,
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2020), artefactos, como cebadores de PCR, quimeras, entre otros, también es importante separar

por barcodes “demultiplexar” (Mastretta, 2018).

Actualmente existen numerosas herramientas bioinformaticas que permiten cuantificar las
métricas de control de calidad ya que los datos pueden ser propensos a errores, defectos en el lote
0 muestras atipicas que puedan pasarse por alto, entre otras razones (Ewels et al., 2016), para el
presente estudio se ha trabajado el control de calidad con los softwares de acceso libre FastQC,
MultiQC, y DADA2 integrando los valores de estos softwares para un mejor tratamiento de datos a

la hora de limpiar secuencias.

La tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento produce decenas de miles de lecturas,
en una de estas lecturas a la llamada de una base en una posicién i tiene una probabilidad de error
p; que se representa con numeros enteros que determinan una puntuacion de calidad Phred.
Cuando dicha puntuacion es alta se puede detectar y corregir errores alineando las lecturas o con
una secuencia conocida relacionada, sin embargo, cuando la puntuacién es baja y no se dispone de
secuencias de referencia se dificulta distinguir errores o variaciones biolégicas, por lo cual el filtrado

y recorte de secuencias es un paso critico para el andlisis de diversidad (Edgar & Flyvbjerg, 2015).

(E) El niumero esperado de errores, describe el niUmero medio de errores que se
presentarian en grupo muy grande de secuencias en donde la puntuacién de calidad es la tasa de
error, se asume que cada error en distintas posiciones ocurre de manera independiente, entonces,
E es un valor entero y puede ser inferior a 1. Por lo tanto, para filtrar por calidad es posible asignar
un parametro al valor maximo de errores admitidos E,,,,,, de modo que se descarten las lecturas de

baja calidad.
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Edgar & Flyvbjerg (2015) demostraron que imponer un Ej,,, es un filtro de calidad eficaz, y
sugieren que se maneje un E,,. = 1, ya que el nUmero mds probable de errores es cero
cuando E < 1y permitiran una mayor precision de las inferencias bioldgicas, sin embargo, es
posible implementar umbrales mas o menos estrictos dependiendo de los datos. El pardmetro
seleccionado fue E;,,4x = 2, el cual es recomendado para DADA2, también se realizo el recorte de
secuencias con truncQ = 2 (caracteres ASCII), es decir que se truncaron las secuencias en el primer
nucledtido con una asignacién de base N, en caso de que se presente alguna y si esta secuencia

tenia una longitud menor a 50, se descarté la secuencia con minLen = 50.

QIIME (Quantitative Insights into Microbial Ecology). Herramienta de Cddigo abierto que
permite analizar datos de secuenciacion sin procesar generados en plataformas como llluminay

otros. El software, por tanto, permite las siguientes acciones:

Demultiplexacién

e Filtrado de calidad

e Seleccion de OTU

e Asignacion Taxondmica

e Reconstruccion filogenética

e Andlisis y visualizaciones de diversidad (Caporaso et al., 2010).

FastQC. Los secuenciadores de alto rendimiento pueden generar millones de secuencias en
una sola ejecucion. FastQC es un software empleado en control de calidad de secuencias crudas o
sin procesar, que se han generado por secuenciacion de alto rendimiento en plataformas como

Illumina, con formatos FastQ, BAM o SAM, entre otros (Babraham Institute, 2020). Su salida es un
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informe detallado sobre la composicidn y calidad de las lecturas que permite al investigador una
vision rapida de posibles problemas en sus datos, los cuales deben ser considerados antes de

analizarlos.

FastQC proporciona informacidn sobre: Estadisticas bdsicas, Calidad de secuencia por base,
Calidad de secuencia por mosaico, Puntuaciones de calidad por secuencia, Contenido de secuencia
por base, Contenido de GC por secuencia, Por contenido de N base, Distribucion de la longitud de la
secuencia, Niveles de duplicacién de secuencias, Secuencias sobrerrepresentadas, Contenido del

adaptador (Babraham Institute, 2020).

MultiQC. Herramienta que analiza las estadisticas de archivos generados por otras
herramientas bioinformaticas y genera un informe reducido en formato HTML, por lo que permite
analizar multiples muestras, asi se logran e identificar rapidamente tendencias o sesgos globales

(Ewels et al., 2016).
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Procesamiento de datos.

Andlisis OTU VS ASV. El andlisis de datos de secuenciacidn de alto rendimiento de genes
marcadores durante un largo tiempo se ha abarcado mediante la construccion de unidades
taxondmicas operativas moleculares (OTU), dichas unidades integran grupos de lecturas que
difieren comun y arbitrariamente en un umbral de 3% (B. J. Callahan et al., 2017) para lo cual se
realizan agrupamientos de lecturas suficientemente similares entre si con algoritmos como UCLUST,
USEARCH, SortMeRNA, entre otros multiples (Kopylova et al., 2016). Las OTU moleculares también
reducen el impacto del error de secuenciaciéon de amplicones en la diversidad y composicién de las

comunidades, ya que agrupa secuencias con y sin errores (A. M. Eren et al., 2016).

Las agrupaciones de OTU no permiten realizar comparaciones de escala fina (A. M. Eren et
al., 2013), ya que en muchos organismos muy estrechamente relacionados que ocupan nichos
ecoldgicos separados los niveles de similitud superan el umbral del 97% o mas (A. Eren et al., 2014;
A. M. Eren et al., 2015; M. J. Rosen et al., 2012; Tikhonov et al., 2015). Por lo tanto, se estaria
produciendo una importante pérdida de informacidon al emplear OTU, ya que los analisis de
variacion a escala fina pueden informar sobre nichos ecoldgicos, dindmica temporal (Tikhonov et al.,
2015), estructura de la poblacién (M. Rosen et al., 2015) e incluso puede marcar diferencias entre

cepas patégenas y comensales (McElroy et al., 2013; C. Wang et al., 2007).

En la actualidad estan surgiendo cada vez nuevas investigaciones donde se esta empleando
un método de mayor resolucion, los ASV o variantes de secuencia de amplicén (Lee, 2019), que
pueden reemplazar a las OTU como la unidad estandar de analisis e informes de genes marcadores

(B. J. Callahan et al., 2017). Para la inferencia de ASV se emplea un proceso de novo, mediante el
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cual las secuencias bioldgicas se discriminan de los errores, es decir, se considera que es mas
probable que las secuencias bioldgicas se observen repetidas, que las secuencias con errores, por lo
tanto, para inferir ASVs es necesario multiples lecturas por muestra para crear etiquetas que
representan una realidad bioldgica que existe fuera de los datos que se estdn analizando, por esta
razoén es posible realizar compasiones de los ASV inferidos aunque se traten de estudios o muestras
diferentes (B. J. Callahan et al., 2017). Este manejo de datos permite un esfuerzo computacional
menor comparado al de OTU, debido a que este implica agrupaciones de secuencias que requieren
ser comparadas, ya sea entre si o con secuencias de referencia, lo que incrementa cuadrdticamente

el esfuerzo de procesamiento a medida que incrementa el volumen de datos(Rideout et al., 2014).

La inferencia de variantes de secuencia exacta también tiene sus limitaciones, por ejemplo,
un mismo genoma puede contener multiples ASV si existen multiples copias del locus genético
objetivo, este tipo de problemas es recurrente en genes ribosomales 16S, por lo tanto, aunque sea
capaz de detectar variaciones de escala fina no garantiza resolver las propias limitaciones del gen
marcador seleccionado (Berry et al., 2017). Por lo tanto, la fusidn de ASV provenientes de diferentes
estudios deben realizarse Unicamente si provienen el mismo locus genético (B. J. Callahan et al.,
2017). Pese a esto los métodos de inferencia de ASV disponibles actualmente proporcionan una
mejor resolucién y precision que los métodos OTU (B. J. Callahan et al., 2016), aprovechando las
puntuaciones de calidad entregadas por las plataformas de secuenciacidn de alto rendimiento, por
lo tanto, debido a las multiples ventajas de estas nuevas unidades estandar y en conocimiento de
sus limitaciones se han seleccionado como método de andlisis para el presente estudio mediante la

tuberia de datos DADA2.
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Los errores en datos de secuenciacidn de amplicones en la plataforma lllumina se abordan a
través del filtrado de calidad y la construccién de OTU, sin embargo, al agrupar secuencias con un
porcentaje de similitud los errores se malinterpretan como variabilidad biolédgica, actualmente a
través de DADA?2 es posible modelar y corregir errores de amplicdn para secuenciacion lllumina, ya
gue incorpora las puntuaciones de calidad en su modelo de error (B. J. Callahan et al., 2016), por lo

gue emplea secuencias de diferentes calidades para robustecer su algoritmo (Severin et al., 2021).

DADA es un algoritmo de particionamiento divisivo, que realiza una inferencia y
modelamiento de errores a partir de los datos de secuenciacion, considera que los errores ocurren
de manera independiente en sitios dentro de la lectura y entre diferentes lecturas e incorpora las

puntuaciones de calidad (B. J. Callahan et al., 2016).

Normalizacién de datos. En Ecologia microbiana, para evaluar diferencias entre entornos es
a menudo empleada la diversidad alfa a través de datos de secuenciacién de amplicones, sin
embargo, esta comparacién puede ser afectada por el tamafio de las bibliotecas entre un ambiente
u otro, ya que a menudo es detectable mayor diversidad mientras incrementa el tamafio de
biblioteca de la muestra (Lande et al., 2000). El tamafio de biblioteca suele variar sustancialmente
entre tecnologias y modelo de secuenciacidn, de una muestra a otra e inclusive puede variar en un
mismo ciclo de secuenciacién, por ello es importante métodos de normalizacion a los datos

(Aitchison & Egozcue, 2005).

El calculo de abundancias relativas es la normalizacidn mds simple y frecuente, la cual
consiste en dividir las abundancias brutas por el nimero total de conteos por muestra (Calle, 2019),

sin embargo, de acuerdo con P. J. McMurdie & Holmes (2014), la normalizacién basada en
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proporciones, puede inducir a falsos positivos ya que este no considera la heterocedasticidad entre

muestras

La rarefaccion es otro método de normalizacidn que permite ajustar las comparaciones
entre muestras, realizando un submuestreo para igualar el tamafio de las bibliotecas, sin embargo,
esto conduce a una pérdida importante de informacidn, lo que incrementa el nimero de falsos
positivos, de acuerdo con McMurdie & Holmes, (2014) esto también ocurre con la normalizacion
basada en proporciones, ya que este no considera la heterocedasticidad entre muestras, por lo cual
el autor recomienda emplear paquete como DESeq2 o edgeR en R, los cuales permiten la
normalizacidn de muestras basados en la estabilizacién de varianza y la robustez, especialmente

para analisis de abundancia diferencial.

La normalizacién de datos a través de la estabilizacion de varianza con DESeq, se basa en un
modelo de datos mixtos de recuentro de microbiomas permite aborda problemas como diferencia
en los tamafos de bibliotecas y proporciones de recuento de secuencias muy variables, lo que
mejora la comparacién entre unidades estandar de taxonomia, mientras potencia la precisiéon y

deteccion de abundancia diferencial (P.J. McMurdie & Holmes, 2014)

DESeq permitird entonces emplear pruebas estadisticas para decidir si para una
determinada secuencia existe diferencia significativa en los recuentos de lectura, por lo que, si se
muestrearan de manera independiente las lecturas a partir de una poblacién (tratamiento en
nuestro caso), estas deberian seguir una distribucion multinomial que puede ser aproximada a una
distribucién binomial negativa (Anders & Huber, 2010), la cual se emplea a menudo con datos

sobredispersos (Delgado Alcaide, 2015). DESeq realiza un modelamiento con varios supuestos para
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lograr estimaciones utiles de media y varianza para un nimero de réplicas pequeio y a la vez

considera la mediana de las relaciones entre recuentos (Anders & Huber, 2010).

Andlisis de diversidad. En el microbioma, determinar la diversidad es un indicador de las
condiciones del ecosistema, ya que a menudo se asocia la diversidad a un mejor estado de salud,

estos indices ecolégicos son la diversidad alfa y beta (Calle, 2019).

La diversidad alfa proporciona informacion sobre la variabilidad de especies en una muestra,
por lo que a través de la riqueza observada en una muestra se estima la riqueza de especies
diferentes en un ambiente, sin embargo, la riqueza observada tiende a subestimar la riqueza real, ya
gue pueden no detectarse las especies menos frecuentes, también proporciona informacidn sobre

la uniformidad en abundancia de las especies en una muestra (Calle, 2019).

Por otro lado, la diversidad beta o diversidad entre poblaciones proporciona informacion
sobre las diferencias en la composicidn entre poblaciones, para ello se emplean distancias
ecolégicas o diferencias que permiten determinar qué tan cerca estan dos composiciones

microbianas, tales como Bray-Curtis, UniFrac, UniFrac ponderado y Aitchison (Calle, 2019).

Estimar o comparar de manera significativa la diversidad alfa constituye un reto, debido a
que a menudo las réplicas de un experimento de secuenciacién para analizar microbiomas genera
distintos tamafios de bibliotecas, distintas composiciones y diferentes niveles de diversidad alfa, por
lo que existe un error de medicidn entre dichos experimentos (Willis, 2019), sin embargo, las

métricas de andlisis de datos cominmente empleados no toman en consideracidn estos errores, por
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ello no es recomendable realizar un ANOVA, ya que considera que el sesgo y varianza de las

estimaciones de diversidad alfa son cero.

De acuerdo con Lande (1996), las estimaciones de indices de diversidad alfa subestiman la
verdadera diversidad alfa, por lo que para obtener conclusiones significativas sobre la comunidad
microbiana se requiere emplear modelos de error de medicién que ajusten la incertidumbre en la

estimacion de la diversidad alfa (Willis, 2019).

De acuerdo con Willis & Martin (2018), comparar la diversidad entre comunidades es un
reto, especialmente cuando existe variabilidad de nimero de grupos taxondmicos entre muestras, y
propone DivNet, como un método de estimacidon de diversidad dentro (diversidad alfa) y entre
comunidades (diversidad beta) donde los taxones interacttian fuerte o débilmente en una red
ecoldgica, estas interacciones muestran patrones repetibles en diferentes entornos (Faust & Raes,
2012). Para lo cual DivNet incorpora un método de submuestreo para estimar la diversidades en una
misma muestra, lo que también permite predecir ecosistemas que no han sido muestreados e
incorpora el andlisis redes ecoldgicas que analiza la coocurrencia de taxones para determinar la
varianza de las estimaciones de diversidad a través de un modelo de razén logaritmica (Modelo de
maxima verosimilitud) (Willis & Martin, 2018), con las cuales es posible realizar pruebas de hipdtesis

(Faust & Raes, 2012).

Una de las limitaciones de DivNet es que si bien puede estimar la abundancia relativa de un
taxén en una muestra donde no se observd, no puede estimar el nimero de taxones que faltan en

todas las muestras (Willis & Martin, 2018).
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Se entiende que dos entornos o comunidades se parecen cuando su composicion y
estructura se parece, para comparar comunidades se suele graficar estas en un plano, a través de
datos de distancias que reflejan cuan similares o distintas son entre si, como es el caso de la
distancia Bray-Curtis, la cual expresa la diferencia total en la abundancia de especies entre dos

comunidades, dividido para la abundancia total de cada comunidad (Espinoza, 2019).

Las distancias Unifrac miden la distancia filogenética entre conjuntos de taxones en un arbol
filogenético, por lo que se emplea para determinar si las comunidades son diferentes
significativamente, por lo que presumiblemente refleja la adaptacion a un entorno. Cuando dos
entornos son similares se necesita pocas adaptaciones para transferir de un entorno a otroy la
mayoria de los nodos tendria descendientes en ambos entornos, también se compartirian gran
parte de la longitud de las ramas del arbol. Contrariamente si dos entornos son bastante distintos
los organismos adaptados a uno no podrian sobrevivir en el otro, debido a que los linajes entre

entornos serian distintos (Lozupone & Knight, 2005).

Unifrac permite determinan diferencias significativas ente comunidades empleando

simulaciones de Monte Carlo y permite aplicar estadisticas multivariadas estandar como PcoA

(Analisis de coordenadas principales) (Lozupone & Knight, 2005).

Hipdtesis
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Hipotesis nula

No se evidencia diferencia significativa entre los perfiles taxondmicos determinados a partir de la

microbiota fungica presente en las muestras de rizdsfera de suelos de cultivo de Rubus glaucus

Benth tratados y no tratado con Trichoderma spp.

Hipotesis alternativa

Se evidencia diferencia significativa entre los perfiles taxondmicos determinados a partir de la
microbiota fungica presente en las muestras de rizdsfera de suelos de cultivo de Rubus glaucus

Benth tratados y no tratados con Trichoderma spp.

Variables de la investigacién

Variable Dependiente

Abundancia de microorganismos, indices de diversidad taxonédmica.

Variable Independiente

Tratamientos con Trichoderma spp., presencia o ausencia de sintomas de marchitamiento.
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Capitulo Il. Materiales y métodos

Instituciones participantes

Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, Departamento de Ciencias de la Vida y la
Agricultura, Carrera de Ingenieria en Biotecnologia, Laboratorio de Microbiologia Ambiental del
CENCINAT.

Laboratorio de Diagnéstico Molecular IDgen.

Colaboradores cientificos

Director del proyecto de titulacidon
Ing. Andrés Ricardo Izquierdo Romero, M.Sc., Ph.D. (Universidad de las Fuerzas Armadas
ESPE)

Codirector del proyecto de titulacion

Ing. Francisco Flores Flor, M.Sc., Ph.D. (Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE)

Area de estudio

El desarrollo experimental del presente estudio involucrd tres zonas, en donde se realizé el

muestreo y procesamiento de las muestras, como describen a continuacién.

Area de muestreo

El proyecto de investigacion estudid suelo de rizésfera de plantaciones de mora de Castilla
de la Estacion Experimental Granja “Pillaro”, con una altitud de 2760 m.s.n.m. La Granja esta
localizada en el cantdn Pillaro, Provincia de Tungurahua. Coordenadas: Latitud -1.17578, Longitud -

78.55657.
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Figura 12

Ubicacidn geogrdfica - Estacion Experimental Granja “Pillaro” en Tungurahua.

Figura 13

Estacion Experimental Granja “Pillaro” en Tungurahua.

Nota. Area de muestreo en zona de cultivo de mora de Castilla en la Estacién Experimental Granja

“Pillaro” en Tungurahua.
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Area de procesamiento de muestras

Las muestras de suelo de rizdsfera obtenidas fueron procesadas en el Laboratorio de
Diagndstico Molecular IDgen, ubicada en la Avenida de los Granados en el Canton Quito — Ecuador,

en donde se extrajeron muestras de ADN total.

El proceso de secuenciacion de las muestras de ADN total se realizé en los laboratorios MR

DNA y Biomol Ecuador CIA. LTDA.
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Figura 14
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Cuadro resumen de metodologia aplicada
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Determinacion de indicadores de diversidad alfa y
beta, Andlisis multivariado y Andlisis de abundancias
diferenciales.

Realizado por Sharon Ortiz y adaptado de Abarenkov et al. (2020); Mettler Toledo (2020, 2021a);

PacBio (2021); ThermoFisher (2021).
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Disefo experimental

Se aplicé un disefio cuasi experimental transversal, debido a la ausencia de aleatorizacién en
la toma de muestras de los tratamientos propuestos y a que no se evaluaron las variables en el
tiempo.

El muestreo se realizé por triplicado con la finalidad de determinar la varianza en los datos,

para ello se tomaron muestras de rizdsfera para dos tratamientos como se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2

Tratamientos considerados para el muestreo

Tratamientos Sintomas de marchitamiento Tratamiento con Trichoderma
T1 Si No
T2 No Si

Recoleccion de la muestra

La recoleccion de muestras se realizé en la Estacion Experimental Granja “Pillaro” en
Tungurahua, provincia de la sierra ecuatoriana, con la colaboracidn del Ingeniero Anibal Martinez,
responsable FRUTALES ZONA CENTRAL en INIAP ECUADOR. Se realizé el muestreo de suelo de
rizosfera en los campos de cultivo de mora de Castilla (Rubus glaucus Benth) (Figura 13), en donde
se estudian metodologias de cultivo limpio de mora de Castilla y otros frutales, empleando
Trichoderma spp., por lo tanto, la granja cuenta con zonas tratadas con Trichoderma spp. y zonas
control sin este hongo. Las muestras se recolectaron en el mes de julio del 2020, temporada seca en
Pillaro a una temperatura ambiental de 18°C. Para el muestreo de la rizésfera se siguié el protocolo

descrito por Lakshmanan (2017).
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Figura 15

Muestreo de rizosfera de mora de Castilla

Nota. a. Muestreo T1: con sintomas de marchitamiento y no tratadas con Trichoderma spp.; b.

Muestreo T2: sin sintomas de marchitamiento y tratadas con Trichoderma spp.

Con ayuda de un barreno se realizaron de 3 a 4 perforaciones de 15 a 20 cm del suelo que
rodea cada planta a muestrear (Figura 15 b.), procurando rescatar sistema radicular de las mismas,
los trozos de suelo se ubicaron en fundas ziploc (doble funda ziploc por muestra) identificadas, esto
se realizd en el muestreo de plantas sin sintomas de marchitamiento, mientras aquellas plantas con
sintomas de marchitamiento se extrajeron completamente y se recuperaron las raices completas,
las cuales fueron almacenadas en fundas ziploc identificadas debidamente (Figura 15 a.). Las fundas

ziploc cerradas se almacenaron en un cooler con hielo para preservar las muestras durante su
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transporte a Quito, en donde fueron refrigeradas durante 40h a 4°C hasta su procesamiento en el

laboratorio de Diagndéstico Molecular IDgen.

Etiquetados de muestras

Las muestras recolectadas fueron etiquetadas con las codificaciones que se exhiben en la

Tabla 3.

Tabla 3

Etiquetado de muestras de rizésfera

CcODIGO DESCRIPCION
R1T1 Réplica 1, Tratamiento 1: si sintomas marchitamiento, no Trichoderma spp.
R2T1 Réplica 2, Tratamiento 1: si sintomas marchitamiento, no Trichoderma spp.
R3T1 Réplica 3, Tratamiento 1: si sintomas marchitamiento, no Trichoderma spp.

R1T2 Réplica 1, Tratamiento 2: no sintomas marchitamiento, si Trichoderma spp.
R2T2 Réplica 2, Tratamiento 2: no sintomas marchitamiento, si Trichoderma spp.

R3T2 Réplica 3, Tratamiento 2: no sintomas marchitamiento, si Trichoderma spp.

Porcentaje de humedad y pH del suelo

Para calcular el porcentaje humedad del suelo se empled el método gravimétrico, se
tomaron alicuotas de las muestras del suelo, se registré la masa de suelo inicial para cada muestra,
posteriormente se colocd en una estufa a 105°C durante 24 horas, y se procedid a registrar la masa
del suelo seco o masa final. Para determinar el porcentaje de humedad del suelo se empled la

formula (1) (Lunt et al., 2005).
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masa suelo inicial — masa suelo final (1)
x100

masa suelo inicial

Para calcular el pH del suelo, se procedié a secar durante 3 dias alicuotas de muestras de
suelo, sin exponerlas a la luz, se pasé las muestras por un tamiz de 2mm. Se pesaron 5 gramos de
suelo seco y se mezclaron con 5 mL de agua destilada (proporcién 1:1) en un vaso de precipitacién y
se procedid a agitar con una varilla de vidrio, durante 30 minutos de una forma intermitente
(Missouri Agricultural Experiment Station SB 1001, 2011; Thunjai et al., 2001). Las medidas de pH se
tomaron introduciendo Tiras reactivas de pH fijo 0-14 Macherey-Nagel en la solucidn,

posteriormente se registraron los datos.

Extraccion de ADN de la rizosfera

La extraccion de ADN de las muestras de rizdsfera el presente estudio se basé en dos
protocolos, con modificaciones de acuerdo con el caso. El sistema radicular fue rescatado de las
muestras de suelo extraidas, las raices impregnadas de tierra se ingresaron en dos tubos Falcon de
15 mL por muestra, los cuales contaban con 7 mL de solucién tamponada con fosfato (pH=7.6, 1000

mL H,O0, 6,8 g de NaCl, 0,24 g de KH,PO. y 0,896 g de Na,HPO,4-7H,0) (Figura 16 a.).

Se cerraron los tubos y se agitaron manualmente girando el tubo Falcon para permitir que
la solucidn lave el suelo adherido a la raiz, posteriormente se agité en vértex durante 15 segundos,
la solucidn obtenida, esta fue distribuida en tubos eppendorf de 1.5 mL (Figura 16 b.), para ser
centrifugados 20 minutos a 180 rpm, se recuperé el sedimento (Guo et al., 2019; Jia et al., 2006), de
donde se extrajo el ADN con FastDNA™ SPIN Kit for Soil de MPBio, siguiendo las especificaciones

propias del Kit.
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Figura 16

Recoleccidn y lavado de raices en solucion tamponada.

Concentracion y pureza de ADN

La concentracion y pureza del ADN total extraido de las muestras de rizdsfera se determiné
con un Espectrofotémetro NanoDrop™ 2000 Thermo Scientific™, de acuerdo con las

especificaciones del fabricante.

Secuenciacion

Las muestras de ADN quedaron suspendidas en agua libre de DNAsas, propia del kit de
extraccidon empleado (FastDNA™ SPIN Kit for Soil de MPBio). Las muestras se almacenaron a -20°C

hasta ser enviadas a los laboratorios MR DNA y Biomol Ecuador CIA. LTDA, donde se procedid a la
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secuenciaciéon NGS (Secuenciaciéon de nueva generacién) con la plataforma Illumina MiSeq, los

cebadores empleados estan expuestos en la Tabla 4.

Tabla 4

Informacidn de cebadores para secuenciacion lllumina, regiones 16S e ITS.

Gen Region Amplicon Nombre Secuencia Organismo

Fuente

(F) ITS86F  ctgaatcatcgaatctttgaa
ITS ITS 2 ~369 pb Fungi
(R) ITS4 tcctecgettattgatatge

Andlisis Bioinformadtico y Estadistico de datos

2.1.1.1. Preprocesamiento de datos

Figura 17
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Los resultados de secuenciacién crudos se receptaron en formato fasta y qual, estos se
transformaron en archivos fastq con la aplicacidn de software libre FASTA Qual & FASTQ Conversion

v1 .6.07 64 bits disponible en la pagina de MR DNA (Figura 17).

El andlisis de calidad de secuencias se realizé en FastQC v0.11.9 para el sistema operativo
Debian 10 basado en Linux, para obtener un informe general se empled MultiQC versién 9 para el
sistema operativo Debian 10. El recorte y limpieza de secuencias se realizé en el médulo Filter and

Trimming de DADA2 con valores predeterminados (Figura 18).

Figura 18
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2.1.1.2. Procesamiento y analisis estadistico de datos

El procesamiento de las secuencias se realizd en Galaxy Version 1.20 (Afgan et al., 2018) en
los médulos DADA?2 (Figura 18), de acuerdo con la secuencia expuesta en la (Figura 19), empleando

valores predeterminados de DADA2.
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La tabla de ASV de las secuencias Forward de cada muestra fue comparada con la bases de
datos optimizada para DADA2 para establecer asignaciones taxondmicas con las secuencias ASV,
esta fue la base de datos UNITE general FASTA release for Fungi 2, versién 8.2 (consta de un 97% de
singletons) (Abarenkov et al., 2020). Para ello DADA2 emplea el método clasificador bayesiano
ingenuo de Q. Wang et al. (2007), donde la secuencia de referencia con el perfil mas similar se usa
para asignar taxonomia a la secuencia de consulta, posteriormente se evaluia la asignacion de

confianza en cada nivel taxondmico.

Figura 19

Diagrama de flujo de trabajo para andlisis de secuencias en DADA2.

Dada2: filterAndTrim

Dada2: LearnErrors

Dada2: dada (eliminando secuencias replicadas)

Dada2: makeSequenceTable

Dada2: assignTaxonomy and addSpecies

El posterior procesamiento de datos se realizé en R version 4.0.2 empleando diferentes

librerias. Se alinearon las secuencias por el método ClustalW y se construyd del arbol filogenético
considerando el modelo evolutivo GTR (General Time Reversible Model), empleando la libreria
Phangorn versién 1.36.0. Se cred un objeto Phyloseq con la libreria Phyloseq version 1.36.0
compuesto de la informacion:

e Tabla de secuencias ASVs

e Tabla de asignacion taxondmica
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e Metadatos de las muestras

e Arbol filogenético.

Una vez con el objeto Phyloseq, se procedio a realizar un control de calidad, generando un
data frame con los valores de filos de prevalencia (Tabla 8), los datos fueron normalizados por
proporcionalidad y llevados a abundancias relativas con la libreria microbiome versién 1.14.0, se
eliminaron los filos no asignados; con un parametro (> 0.1) se eliminaron los filos y géneros poco
representados y se procedid a graficar a nivel de Filo y Género con sus respectivas tablas de

abundancia por muestra.

Los ASVs que no obtuvieron una asignacion de Phylum y que tuvieron una alta abundancia
proporcional fueron comparados con bases de datos de nucledtidos no redundante en Standard
Nucleotide BLAST + 2.12.0, los resultados se muestran en 3.1.1.2 Identificacion de variantes sin

taxonomia asignada.

Empleando la libreria Vegan versién 2.5-7 y el objeto Phyloseq sin normalizar y sin filos no
asignados se calcularon los indices de diversidad alfa, los cuales se graficaron y se compararon con
las gréficas de indices de diversidad obtenidos con la libreria de R Divnet versidn 0.3.7, ademas se
realizé un test de diversidad (prueba de significancia por pares del indice de diversidad) con los

indices de Shannon entre tratamientos con la libreria Divnet.

Para realizar una comparacién entre tratamientos (diversidad beta) se procedio a calcular
las distancias Unifrac del arbol filogenético empleando la libreria Phyloseq y las distancias Bray

Curtis empleando la libreria Vegan con los datos normalizados por composicién (diversidad relativa)
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mediante la libreria Microbiome version 1.14.0. Con las distancias Bray Curtis y UNIFRAC se realizé
un Analisis de coordenadas principales (PCoA) con la libreria Phyloseq y un PERMANOVA con 9 999
permutaciones con la libreria Vegan. Posteriormente se determinaron las abundancias diferenciales
con la libreria Deseq2 versién 1.32.0 y se graficaron los ASVs mds abundantes para cada

tratamiento.
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Capitulo lll. Resultados y Discusién

pH y porcentaje de humedad

Los meses julio y agosto en el Cantén Pillaro son los de mds baja probabilidad de
precipitacidon (aproximadamente 10 dias al mes), con mayor probabilidad de dias soleados y una
minima probabilidad de dias totalmente nublados (Meteoblue, 2021), el muestreo se dio a 18°C. El
suelo de la zona de muestreo es del Orden Mollisol, el cual es un suelo mineral altamente fértil y

productivo, rico en carbono orgénico de tipo franco-limoso (PDyOT, 2014).

Debido a que el pH y porcentaje de humedad son pardmetros determinantes en el
microbioma, se determinaron para todas las muestras (Tabla 5), y de este modo reunir informacién
sobre la condicién en la que las muestras fueron tomadas, sin embargo, no formaran un factor de

estudio.

Puede observarse que la humedad determinada se encuentra en un rango del 16,46% al
22,78%. De acuerdo con O’Geen, (2013), los suelos franco limosos deben tener un contenido de
agua entre el 16% (punto de marchitez permanente) y 35% (capacidad de campo) para que el agua
esté disponible para la planta, en las muestra observadas en la Tabla 5, es apreciable que el
porcentaje de humedad encontrado para todas estd dentro del rango del 16 al 35%, sin embargo,
R3T2 se encuentra cerca del punto de marchitez permanente. También es importante considerar
gue el muestreo se realizé en la temporada seca de Pillaro en un dia soleado a 18°C, en un suelo
limoso cuya retencion de humedad es moderada (O’Geen, 2013) para estudiar mas detalladamente
si este factor es determinante en el microbioma es necesario realizar toma de muestras en distintos

tiempos posteriores al riego (investigacion longitudinal), el cual se realiza en la granja cada 15 dias,
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sin embargo, estudiar la influencia de este factor en el presente estudio no es factible, debido a las

limitaciones de una investigacién transversal.

Respecto al pH estos variaron en un intervalo de 6 a 7. Los cultivos de mora de Castilla se
crecen sin problemas en suelo con pH entre 5.5y 7.5 (Villavicencio & Vasquez C., 2008), por lo que
los rangos encontrados en las muestras (Tabla 5), no se encuentran fuera de lo normal. De acuerdo
con Villares et al. (2016), pese a que la mora de Castilla se adapta bien a pH acidos, el pH 7 es el mas
6ptimo para el cultivo.

Tabla 5

Tabla de datos de porcentaje de humedad y pH del suelo

Masa inicial Masa final
% Humedad pH
(g) (g)

R1T1 5,018 3,875 22,7779992 6,5
R2T1 5,005 3,956 20,95904096 6
R3T1 5,003 4,029 19,46831901 7
R1T2 5,030 4,124 18,01192843 6,5
R2T2 5,023 4,086 18,65419072 6,5
R3T2 5,025 4,198 16,45771144 7

Nota. Masa inicial: masa de suelo humedo, Masa final: masa de suelo posterior al proceso de secado

a 105°C.

Analisis de calidad del ADN

La Tabla 6 muestra las concentraciones y radios de pureza establecidos mediante

espectrofotometria, las concentraciones se encuentran sobre los 100 ng/ul en cada una de las
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muestras, lo cual se considera como una concentracién alta, considerando los requerimientos para

la secuenciacion de los laboratorios, quienes solicitaron concentraciones a partir de los 20 ng/uL.

Tabla 6

Tabla de datos de absorbancia y concentracion de muestras de ADN de rizésfera de mora de Castilla.

Concentracion

Concentracion A260 A280
260/280 260/230

(ng/ul) media (ng/ul) (10 mm path) (10 mm path)

R1T1 270,2 5,403 3,102 1,74 0,43
269,6

R1T1 269,0 5,379 3,096 1,74 0,41

R2T1 259,4 5,188 3,212 1,62 0,93
260,35

R2T1 261,3 5,227 3,237 1,61 0,88

R3T1 411,4 8,228 5,374 1,53 0,64
411,75

R3T1 412,1 8,243 5,39 1,53 0,63

R1T2 161,6 3,232 2,085 1,55 0,23
461,5

R1T2 161,4 3,229 2,092 1,54 0,22

R2T2 107,6 2,152 1,389 1,55 0,19
112,4

R2T2 117,2 2,343 1,519 1,54 0,2

R3T2 221,5 4,429 2,843 1,56 0,45
221,05

R3T2 220,6 4,411 2,833 1,56 0,44

Nota. Datos de pureza y concentracién de ADN para las muestras de rizésfera. Mediciones obtenidas

con Espectrofotometro NanoDrop™ 2000 Thermo Scientific™. Los datos se tomaron por duplicado y

se establecidé un promedio.
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Empleando el kit de extraccidn especializado en suelo (FastDNA™ SPIN Kit for Soil de MPBio)
se obtuvieron concentraciones de ADN altas, sin embargo, esta medicidn resulta inexacta
considerando que los rangos en pureza obtenidos para 260/230 fueron bajos, inferior al 1.5,
indicando contaminacidn con sales, fenoles e hidratos de carbono, entre otros (Banco Nacional de

ADN, 2020).

De Lipthay et al. (2004) compararon métodos de extraccion de ADN de suelo sobre las
concentraciones, pureza y perfiles de diversidad bacteriana generados por cada uno de ellos. Al
emplear Kit FastDNA™ SPIN Kit for Soil de MPBio lograron concentraciones altas de ADN con radios
de pureza bajos, con determinaciones similares a las expuestas en el presente estudio, ademas
empleando el kit FastDNA™ SPIN Kit for Soil de MPBio encontraron menor diversidad OTU frente a
otros kits mediante secuenciacion de alto rendimiento, pero, se detectaron OTUs especificas no
encontradas con otros métodos, finalmente, el estudio concluyd que el método de extraccién

influye significativamente en los perfiles de las comunidades microbianas.

Ya que las muestras pertenecen a suelo fértil rico en materia orgdnica contaminantes como
sales, fenoles e hidratos de carbono, entre otros pueden esperarse en las muestras de ADN. El radio
de pureza 260/230 bajo 1.5 puede afectar la integridad del ADN, lo cual puede influir también en los
perfiles taxondmicos de las comunidades de microorganismos, como lo determina Corcoll et al.
(2017), sin embargo, debido a las limitaciones del presente estudio no se empled un kit de

purificacién de ADN, lo cual puede ser influyente en los resultados de secuenciacion.

Es importante recalcar que en el estudio de Corcoll et al. (2017) pese a trabajar con el

mismo kit de extraccién y bajos radios de pureza lograron una diversidad importante de OTU e
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identificaron variantes Unicas con secuenciacidon de amplicones y tecnologia de alto rendimiento.
Por otro lado, los rangos de pureza de 260/280 fueron superiores al 1.5 por lo que la contaminacion

por proteinas fue baja, la muestra R1T1 se aproxima al 1.8 (pureza ideal).

Secuenciacion de alto rendimiento

El estudio actual se basa en el analisis de microorganismos flngicos a través del gen ITS,
caracterizando suelo de rizésfera en intima interaccion con las raices, debido a que, previamente
Benitez, (2019) buscé diferencias en la composicién microbiana fungica entre suelos tratados y no
tratados con Trichoderma en el Ecuador, sin embargo, su estudio no se lo ha realizado con el suelo
en contacto intimo con las raices, lo cual es importante, debido a que se ha encontrado que, en esta
zona se establecen poblaciones microbianas activas y mejoradas (tanto en bacterias como en
hongos) mucho mas altas en comparacién con el suelo a granel, tanto en areas cultivadas, como no
cultivadas (Gomes et al., 2003), especialmente, cuando se agregaban hongos antagonistas de

patogenos como Trichoderma (Berg et al., 2005).

Para llevar a cabo estudios de diversidad microbiana el disefio y seleccion de cebadores
juega un papel crucial en los resultados, ya que estos oligonucledtidos deben ser especificos y
universales dentro de un grupo objetivo (Vancov & Keen, 2009), en comunidades flingicas los genes
de ARNr 5.8S, 18S y 28S poseen regiones ITS1y 2 (espaciador transcrito interno hipervariable), el par
de cebadores seleccionado para el presente estudio (ITS86F y ITS4) fue concebido especificamente
para hongos (Turenne et al., 1999) y comprenden la region ITS2 hipervariable entre los genes 5.8Sy

28S.
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La estimacidn preferencial es uno de los inconvenientes que suele presentarse al trabajar
con regiones variables ITS debido a que se presentan longitudes variables entre especies, lo que
promueve a menudo una amplificacién y secuenciacidn preferenciales de secuencias cortas y por lo
tanto una estimacidn de abundancia incorrecta (Bellemain et al., 2010), pese a esto se continda
empleando, esto debido a la existencia de bases de datos curadas y ricas en comparacion con las
disponibles para otros genes como ARNr SSU / LSU. Filippis et al., (2017) detectaron claros
fendmenos de amplificacién preferencial con todos los conjuntos de cebadores para regiones ITS1y
2, por otro lado Petrolli et al. (2021) reporta que el par de cebadores ITS86F e ITS4 en muestras de
corteza de drbol en estimaciones OTU tienen selectividad por los filos Ascomycetes y
Basidiomycetes, esto coincide con Vancov & Keen (2009) quienes reportan que el par de cebadores
ITS86F e ITS4 en muestras de suelo tienen selectividad por Ascomycetes, Basidiomycetes y

Zygomycetes del género Mortierella.

Anadlisis bioinformatico y estadistico

Preprocesamiento de datos

Para procesar datos en DADA2 se requieren archivos demultiplexados y libres de secuencias
no bioldgicas, como adaptadores, las secuencias receptadas fueron preprocesadas en Qiime2 por los
proveedores de secuenciacidn para eliminar secuencias adaptadoras y etiquetas multiplex, sin
embargo, se corrobord la ausencia de estas secuencias en el software FastQC y MultiQC, en el
informe resumen generado (Figura 24) no se detectaron adaptadores lllumina sobre el 0.1% en

ninguna de las muestras.
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Aungue el algoritmo de DADA2 incorpore puntaciones de calidad, cuando estas
puntuaciones son demasiado bajas pueden inducir a problemas durante la inferencia de secuencias,
especialmente con llamadas de base N, por lo cual, el preprocesamiento de datos es esencial para
los estudios, debido a que si conservamos fragmentos de mala calidad acumulamos errores de

secuenciacion y no verdaderas variantes de diversidad (Labastidas, 2019).

Actualmente existen numerosas herramientas bioinformaticas que permiten cuantificar las
métricas de control de calidad ya que los datos pueden ser propensos a errores, defectos en el lote
0 muestras atipicas que puedan pasarse por alto, entre otras razones (Ewels et al., 2016), para el
presente estudio se ha trabajado el control de calidad con FastQC, MultiQC, y DADA2 integrando los

valores de estos softwares para un mejor tratamiento de datos a la hora de limpiar secuencias.

Figura 20

Puntuaciones medias de calidad, datos globales en MultiQC version 9, secuencias iniciales.
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Nota. El grafico se divide en tres rangos de calidad: buena - verde, razonable - naranja, mala — rojo.
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Se empled el software FastQC debido a que entrega un informe detallado sobre la
composicion y calidad de las lecturas que permiten una vision rapida de posibles problemas con los
datos, los cuales deben ser considerados antes de analizarlos con otras herramientas, por otra parte,
se trabajé con MultiQC a la par, ya que genera un informe reducido de los datos proyectados por
FastQC, lo que permite analizar multiples muestras a la vez para identificar tendencias o sesgos

globales (Ewels et al., 2016) (Figura 20, Figura 22 y Figura 24).

El grafico de puntuaciones medias de calidad de los datos originales (Figura 20) muestra en
rojo a todas las lecturas reverse correspondientes a cada muestra, debido a que la calidad cae en un
Phred Score < 20. Para R1T1_R2, R2T1_R2 y R3T1_R2 la caida se presenta aproximadamente a partir
del nucledtido 187, mientras que para R1T2_R2, R2T2_R2 y R3T2_R2 la caida se presenta a partir del
nucledtido 300, aproximadamente. Se observa una caida de calidad a lo largo de las secuencias,
especialmente en las ultimas bases en todos los tratamientos, este resultado es esperado de
acuerdo con Babraham Institute (2020), ya que a medida que incrementa la longitud de la
secuencia, es comun que la calidad general decaiga, debido a la quimica de la secuenciacidn, por

falla de las polimerasas, acumulacion de dinucleétidos, entre otros (Labastidas, 2019).

Asi mismo, es observable una caida de calidad en las primeras bases (Figura 20), este
comportamiento se ve en todas las muestras, especialmente en las lecturas reverse del tratamiento
1, sin embargo, en las demas lecturas no se observa una caida bajo un Phred Score de 30, de
acuerdo con Babraham Institute (2020), también es posible que la calidad sea baja al inicio de la
secuencia, para posteriormente presentar mayores puntuaciones de calidad, esto es posible cuando
existen problemas transitorios durante la ejecucion, en estos casos no es sugerible el recorte de

bases. Por otro lado, las lecturas forward para el tratamiento 1y 2 lograron puntuaciones Phred
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Score entre 23.45y 37.47, por lo que no requieren un procesamiento de recorte y filtrado riguroso,
ya que no caen en una calidad por debajo de 20 (Figura 20. Puntuaciones medias de calidad, datos

globales en MultiQC version 9, secuencias iniciales).

Figura 21

Porcentaje de asignaciones N, por base. Datos globales en MultiQC version 9, secuencias iniciales.
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El grafico de contenido de bases N en las secuencias (Figura 21), muestra asignaciones de
base N en las primeras posiciones, especialmente en la base 3 con un porcentaje del 42.67% y en la
base 6 con un 31.03% de bases N, posteriormente en las posiciones 32 y 52 alcanzan un 3.13% vy
2.08%, en la posicidn 57 se llega a un 0%. Las bases N indican que los datos no pudieron
interpretarse lo suficientemente bien como para llamar bases convencionales. Cuando existe una
pérdida significativa de la calidad general se observan proporciones significativas de N, por lo que se
torna importante analizar otros médulos de calidad (Babraham Institute, 2020). Este
comportamiento es evidenciable en las secuencias de menor calidad visualizadas también en la

Figura 20, debido a que los picos en los porcentajes de base N corresponden a las secuencias
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reverse del tratamiento 1, las cuales también presentaron la calidad general mas baja y exponian

picos de caida de calidad de 20.24 en la base 3y 26.17 en la base 6.

Edgar & Flyvbjerg (2015) demostraron que imponer un E,,,, €s un filtro de calidad eficaz, y
sugieren que se maneje un E,,, = 1, ya que el nUmero mas probable de errores es cero
cuando E < 1y permitirdn una mayor precision de las inferencias bioldgicas, sin embargo, es
posible implementar umbrales mas o menos estrictos dependiendo de sus datos. El pardmetro
seleccionado fue Ej;, 5, = 2, el cual es recomendado para DADA2, también se realizo el recorte de
secuencias con trunc@ = 2 (caracteres ASCIl), es decir que se truncaron las secuencias en el primer
nucledtido con una asignacidn de base N, en caso de que se presente alguna y si esta secuencia

tenia una longitud menor a 50, se descarté la secuencia con minLen = 50.

Al aplicar estos parametros en el filtrado y recorte de secuencias con DADA2 incrementaron
las puntuaciones medias de calidad de todas las muestras (Figura 22), y se observa la eliminacion de
todas las bases N (Figura 23), sin embargo, se perdié significativamente informacion en las lecturas
reverse del tratamiento 1 (R1T1ITS _R2, R2T1ITS _R2 y R3T1ITS _R2) (Tabla 7), ya que se perdieron
mds del 99% del total de secuencias iniciales, incluso cuando se flexibilizé el pardmetro E;,4 a3, la
pérdida de lecturas era significativa, por lo que trabajar con dichas lecturas reverse para el
alineamiento con las secuencias forward de mayor calidad habria generado pérdida de informacién
de abundancia, incluso, si se conservan dichas lecturas sin un parametro E,,;,, debido a su mala
calidad interferirian en las inferencias bioldgicas, generando posiblemente falsos positivos. Debido a
esto se descartaron las lecturas reverse del analisis y se procedié a trabajar Unicamente con las

lecturas forward en la tuberia DADA2.
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Figura 22
Puntuaciones medias de calidad, datos globales en MultiQC version 9, secuencias filtradas y

recortadas.
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Filtrado y recorte realizado en Galaxy DADA2 version 1.20.

Figura 23
Porcentaje de asignaciones N, por base. Datos globales en MultiQC version 9, datos recortados y
filtrados.
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Tabla 7

Porcentaje de pérdida de secuencias tras filtrado de calidad.

99

Sample Reads in Reads out % Pérdida
R1T1ITS _R1 115029 63030 45,21
R1T1ITS _R2 115029 206 99,82
R2T1ITS _R1 119015 73523 38,22
R2T1ITS _R2 119015 183 99,85
R3T1ITS _R1 174547 101959 41,59
R3T1ITS _R2 174547 277 99,84
R1T2ITS_R1 82692 48553 41,28
R1T2ITS _R2 82692 50833 38,53
R2T2ITS _R1 102801 62590 39,12
R2T2ITS _R2 102801 65560 36,23
R3T2ITS _R1 119258 67427 43,46
R3T2ITS _R2 119258 68342 42,69

Nota. Comparacion entre nimero de secuencias iniciales (Reads in) y nimero de secuencias tras el

filtrado y recorte en DADA2 version 1.20 (Reads out). (_R1) representa lecturas forward y (_R2)

lecturas reverse.

Por otro lado, las secuencias reverse del tratamiento 1 (R1T1ITS _R1, R2T1ITS _R1, R3T1ITS

_R1), tras el filtrado de calidad perdieron un porcentaje de lecturas entre 38.22% y 45.21%, mientras

gue las secuencias forward del tratamiento 2 perdieron entre el 39.12% y 43.46% de lecturas, lo que

indica que las secuencias forward de ambos tratamientos acumularon un menor nimero de errores,
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lo que permitid pasar el filtro de calidad preservando una gran cantidad de datos importante (mas
del 50%) (Tabla 7), este resultado es congruente con las puntuaciones de calidad en la Figura 20,
donde las puntuaciones de calidad mds altas correspondieron a las lecturas forward de ambos
tratamientos y tras el filtrado de calidad (Figura 22), se incrementaron dichos puntajes. Aunque los
porcentaje de pérdida de lecturas son elevados, el filtrado de calidad mejorarad la sensibilidad del
algoritmo a variantes de secuencia raras (B. J. Callahan et al., 2016) y evitara falsos positivos en los

datos bioldgicos (Edgar & Flyvbjerg, 2015).

Figura 24

Porcentaje de contenido de adaptador, datos globales en MultiQC version 9, datos iniciales.

Adapter Content © Help

The cumulative percentage count of the proportion of your library which has seen each of the adapter sequences at each
position.

No samples found with any adapter contamination = 0.1%

Procesamiento y andlisis estadistico de datos

Valores de prevalencia. El elemento principal durante el estudio del microbioma es la tabla
de abundancias, la cual proporciona un nimero de secuencias correspondientes a un taxén en una
determinada muestra, también son de gran importancia la tabla de taxones, los metadatos y el arbol

filogenético (Calle, 2019).

Tras el procesamiento en DADA2 que iniciaba con un conjunto de archivos en formato fastq
y la creacién del objeto Phyloseq, los valores de prevalencia observados se muestran en la Tabla 8,

en donde se muestran los Phylum con sus correspondientes media y suma de read counts, los
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Phylum mds representados globalmente corresponden a Ascomycota (716 reads), Basidiomycota
(222 reads) y Mortierellomycota (103 reads), también puede observarse una gran cantidad de
Phylum no asignados (553 reads), los cuales pueden corresponder a secuencias ITS no
pertenecientes al reino Fungi o a variantes aun no identificadas (Ver Identificacion de variantes sin

taxonomia asignada).

Tabla 8

Tabla de prevalencias taxonémicas (Asignada por Filos).

Phylum 1 2
1 p__Aphelidiomycota 1 8
2 p__Ascomycota 1,668998 716
3 p__ Basidiobolomycota 1 1
4 p__ Basidiomycota 1,405063 222
5 p__Chytridiomycota 1,28 32
6 p__Entomophthoromycota 1 1
7 p__Glomeromycota 1 3
8 p__Kickxellomycota 1 2
9 p__Mortierellomycota 1,66129 103
10 p__Mucoromycota 1,153846 15
11 p__ Olpidiomycota 1,333333 4
12 p__ Rozellomycota 1,285714 9
13 p__Zoopagomycota 1 1
14 NA 1,368812 553

Nota. Columna 1: media de read counts para determinado Phylum. Columna 2: suma de read counts

para determinado Phylum.

Estos resultados se asemejan a lo reportado por Petrolli et al. (2021) y Vancov & Keen

(2009) al emplear los cebadores ITS86F e ITS4 en muestras de corteza de arbol y suelo,
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respectivamente, encontraron en estimaciones OTU selectividad por los filos Ascomycota,
Basidiomycota y Zygomycota (en la actualidad los Zygomycota son considerados un grupo
parafilético que incluye al Phylum Mortierellomycota). Estos Filos también son reportados por

Benitez (2019) como mads abundantes, empleando primers ITS3 e ITS4.

3.1.1.1. Andlisis de abundancias

La diferencia en el tamafio de las bibliotecas fue observable en los datos de partida del
presente estudio, tanto en las lecturas iniciales como en las filtradas empleadas para el
procesamiento en DADA2 (Tabla 7), esto varié en un rango de 82692 y 119258 en las muestras
iniciales R1T2ITS y R3T2ITS, respectivamente, mientras que las bibliotecas filtradas tuvieron un
tamafio alin mas variable, incluso entre lecturas forward y reverse de una muestra, debido a las
diferencias de calidad, dejando a las lecturas forward en un tamafio entre 48553 y 101959 para las

muestras R1T2ITS y R3T1ITS, respectivamente.

Dadas las variaciones entre el tamafio de biblioteca por muestra, considerando que los
tratamientos fueron secuenciados por distintos laboratorios, aunque con la misma tecnologia
Illumina Miseq y los mismos cebadores, lo que puede inducir a un sesgo entre tratamientos, la
presente investigacién tuvo la necesidad imperante de normalizacién de datos. Para este fin fueron
empleadas dos metodologias de normalizacion, la normalizacidn por proporcién para evaluar las
abundancias relativas, sin embargo, para una diferenciacién estadistica entre diversidad (diversidad

beta) de tratamientos se empled la normalizacién de Deseq2, como se describird posteriormente.
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En la Tabla 8 no es apreciable cuales Phylum estan mas representados en cada tratamiento,

para ello se realizaron los graficos de abundancia relativa. La Figura 25 muestra el grafico de

abundancias para los Phylum mas representativos de los tratamientos de estudio con una

proporcién mayor al 0.1, las abundancias relativas se detallan en la Tabla 9. Para el tratamiento 1 se

observa que los Phylum mas abundantes corresponden a Ascomycota y Basidiomycota, mientras el

tratamiento 2 presenta a los Phylum Ascomycota, Mortierellomycota y Basidiomycota como mas

abundantes. En la Tabla 9 y Figura 25 también es apreciable una proporcién significativa de Filo NA

(no asignado).

Figura 25

Grdficos de abundancias por Filos en tratamientos diferentes (T1y T2)
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Nota. T1:SM correspondiente a Tratamiento 1 — plantas con marchitez no tratadas con Trichoderma.

T2:CN correspondiente a T2 — plantas sin marchitez tratadas con Trichoderma.



Tabla 9

Tabla de abundancias por Filos en tratamientos diferentes (T1y T2)

Tratamiento 1
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Tratamiento 2

Filos RIT1ITS R2T1ITS R3T1ITS
Ascomycota 0,753825 0,720908 0,692218
Basidiomycota 0,234429 0,260981 0,281535
Filos R1T2ITS R2T2ITS R3T2ITS
NA 0,35918101 0,4997711 0,51861266
Mortierellomycota 0,13285584 0,1532021 0,11673343
Ascomycota 0,45340628 0,25490615 0,30083531
Basidiomycota 0,44639768 0,88753243 0,60452804

Debido a que se descartaron los ASV de abundancia representativa no identificados (Ver

Identificacion de variantes sin taxonomia asignada), se incrementaron las proporciones de los

Phylum identificados, esto es visible especialmente en el tratamiento 2, ya que el tratamiento 1

cambia minimamente su proporcion, los resultados se muestran en la Figura 26 y abla 10.

abla 10

Tabla de abundancias por Filos (sin Filos NA) en tratamientos diferentes (T1y T2)

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Phylum R1T1ITS R2T1ITS R3T1ITS
Ascomycota 0,762434 0,733614 0,707442
Basidiomycota 0,237106 0,265581 0,287727
Phylum R1T2ITS R2T2ITS R3T2ITS
Mortierellomycota 0,20732195 0,30626398 0,24249376
Ascomycota 0,70754189 0,50957901 0,624934
Basidiomycota 0,069660495 0,17742526 0,12558038



Figura 26
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Grdficos de abundancias por Filos (sin Filos NA) en tratamientos diferentes (T1y T2)
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Nota. T1:SM correspondiente a Tratamiento 1 — plantas con marchitez no tratadas con Trichoderma.

T2:CN correspondiente a T2 — plantas sin marchitez tratadas con Trichoderma.
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Figura 27

Grdficos de abundancias relativas por Género en tratamientos diferentes (T1y T2)
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Nota. T1:SM correspondiente a Tratamiento 1 — plantas con marchitez no tratadas con Trichoderma.
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Tabla 11

Tabla de abundancias por Géneros en tratamientos diferentes (T1y T2).

Tratamiento 1
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Tratamiento 2

Phylum Género RITLITS R2T1ITS R3T1TS
Ascomycota Calophoma 0,4708 0,4144 0,3981
Basidiomycota Antrodia 0,2203 0,2442 0,2501
Ascomycota Talaromyces 0,1915 0,1906 0,1761
Ascomycota Penicillium 0,0659 0,0759 0,0626
Phylum Género R1T2ITS R2T2ITS R3T2ITS
Mortierellomycota Mortierella 0,2072 0,3063 0,2424
Ascomycota Thelonectria 0,0545 0,0133 0,1007
Ascomycota Mycosphaerella 0,0625 0,0436 0,0292
Ascomycota Didymosphaeria 0,1163 0,0022 0,0027
Basidiomycota Solicoccozyma 0,0244 0,0506 0,0382
Basidiomycota NA 0,0094 0,0946 0,0052
Ascomycota Calophoma 0,0564 0,0485 0,0448
Ascomycota Fusarium 0,0365 0,0386 0,0331



108

Analisis de diversidad.

Diversidad Alfa. En la Figura 28 se observan los resultados de la diversidad alfa con la libreria
Phyloseq para cada tratamiento, para ello no se trabajaron con datos normalizados, ya que la mayoria
de métodos alfa son mas eficaces con los valores de recuento originales (P. McMurdie & Holmes,
2021). Cada uno de los indices de diversidad muestran mayor diversidad alfa para el tratamiento 2

(con Trichoderma).

En la Figura 28 a. se muestra la diversidad observada, correspondientes al conteo de ASV
Unicos para cada muestra y es apreciable que la mayor abundancia es para el tratamiento 2, en la
Figura 28 b., correspondiente al indice de Shannon, el cual describe el desorden e incertidumbre de
las especies individuales, por lo que la diversidad incrementa a medida que incrementa la
incertidumbre, también a medida que incrementa el nimero de especies, debido a que se construye
en base a la abundancia relativa y el nimero de especies (Pla, 2006), esto se asemeja a los datos de
abundancia relativa (Tabla 11), donde se identificaron mas géneros representativos para el

tratamiento 2.

En la Figura 28 c., el comportamiento es el mismo al previamente observado, en estos casos,
el indice de diversidad Simpson, el cual informa sobre la probabilidad de encontrar dos especies
iguales en un mismo habitat cuando se seleccionan por azar, por lo que mientras mas se acerca a la
unidad sugiere que existe dominancia de una especie, mientras mads se acerque a cero sugiere que
hay mayor diversidad de especies (Somerfield et al., 2008), es observable que el indice de Simpson

estd cercano a la unidad para las muestras del Tratamiento 2, lo que sugiere que en el tratamiento 2
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existe dominancia de algunos taxones, en comparacién con el tratamiento 1 y ademas existe mayor

diversidad (Figura 28 d.), esto es apreciable en la Figura 27, en donde es apreciable la dominancia

del género Mortierella, sobre otros, y existe a la vez mayor nimero de géneros para el tratamiento 2

en comparacion con el tratamiento 1.

Figura 28

Grdficas de indices de diversidad alfa sin correccion de errores por muestra.
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Aungque se aprecia diferencias entre los indices de diversidad alfa entre tratamientos, no es
apropiado realizar una comparacion estadistica entre ellos, ya que de acuerdo a Lande (1996) las
estimaciones de indices de diversidad alfa subestiman la verdadera diversidad alfa, por lo que, para
obtener conclusiones significativas sobre la comunidad microbiana se requiere emplear modelos de
error de medicion que ajusten la incertidumbre en la estimacion de la diversidad alfa (Willis, 2019),
por ello, para realizar una comparacion entre diversidad alfa, se empled Divnet versién 0.3.7 un
método de estimacion de diversidades con las cuales es posible realizar pruebas de hipdtesis (Faust

& Raes, 2012).

En la Figura 29 a. se aprecia la grafica del indice de Shannon por muestra, aplicando el
modelo de correccion de Divnet, y puede observarse que los indices de diversidad se redujeron en
comparacién con la Figura 28 b., mientras que la tendencia de un tratamiento 2 con mayor indice de
diversidad de Shannon. Por otro lado, en la Figura 29 b. se aprecia la grafica del indice de Simpson
por muestra, aplicando el modelo de correccién de Divnet y puede observarse que este indice es
mayor para el tratamiento 1, el tratamiento sin Trichoderma. En general de la Figura 29 podemos
deducir que, ya que el indice de Simpson se aproxima a cero para el tratamiento 2 (0.09 - 0.15),
existe una mayor diversidad de especies en las muestras, por lo que esto también estaria influyendo
en el indice de diversidad de Shannon, el cual coincide ser superior para el tratamiento 2 (3.01 —
3.3) y mds bajo en el tratamiento 1 (1.32 — 1.54), aunque el indice de Simpson también indica un

tratamiento 1 con diversidad de especies (0.38 y 0.33).

La prueba de significancia en pares o test de diversidad llevado a cabo entre tratamientos se
visualiza en la Tabla 12, para lo que se compararon los indices de Shannon, donde se plantea H, =

H'2 — H'1 = 0, encontrandose valores p de cero, R genera esta respuesta de valor p cuando este
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es demasiado pequenfio, por lo que a partir de la Tabla 12 podemos ver que con una diferencia entre
indices de Shannon de H'2 — H’'1 = 1.65336 y un p — value = 0, se rechaza la hipétesis nula, por
lo que las diversidades alfa son diferentes para cada tratamiento, siendo el tratamiento con

Trichoderma (T2) el de mayor diversidad alfa.

Figura 29

Grdficas de indices de diversidad alfa de Divnet por muestra.
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112

Tabla 12

Test de diversidad alfa (Indices de Shannon)

Estimates Standard Errors p-values
(Intercept) 3,008193 0,053143 0
predictorsS -1.65336 0,055214 0

Nota. Estimates representa los indices de diversidad de Shannon para el tratamiento 1 (intercept) y

tratamiento 2 (predictorsS).

Diversidad Beta. Se entiende que dos entornos o comunidades se parecen cuando su
composicidn y estructura se parece, para comparar comunidades se suele graficar estas en un plano,
a través de datos de distancias que reflejan cuan similares o distintas son entre si, como es el caso de
la distancia Bray-Curtis, la cual expresa la diferencia total en la abundancia de especies entre dos
comunidades, dividido para la abundancia total de cada comunidad (Espinoza, 2019) o las distancias
Unifrac, que emplean informacion filogenética para comparar diversidades, ambas métricas, junto
con estadisticas multivariantes estandar como el analisis de coordenadas principales — PcoA, permite

explicar la diversidad beta o diferencia entre comunidades (Lozupone et al., 2010).

La Figura 30 muestra las graficas del PcoA (Analisis de coordenadas principales), se observa
agrupamiento entre las muestras del Tratamiento 1 (Sin Trichoderma), tanto para las diferencias
Bray Curtis como para las distancias Unifrac. Las diferencias de disimilitud de Bray Curtis fueron
minimas entre el tratamiento 1 (< 0.11), lo que indica que los valores de disimilitud son
extremadamente pequefios entre las muestras del tratamiento 1 (Figura 30 a.), mientras que las
muestras del tratamiento 2 estdn mas dispersas, lo que indica que los valores de disimilitud entre las
muestras del tratamiento 2 son mas grandes. También es evidenciable una separacion entre

localidades (tratamiento 1y 2) (Figura 30 a. y b) (Buttigieg & Ramette, 2014).
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Figura 30

Grdficas de PcoA (Andlisis de coordenadas principales).
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no tratadas con Trichoderma. T2: plantas sin marchitez tratadas con Trichoderma.

La determinacién de diferencias significativas en los PcoA se muestra en la Tabla 13 y Tabla
14, empleando PERMANOVA, el cual es un ANOVA multivariante permutacional o Analisis
Multivariado de la Varianza no paramétrico, que permite determinar de manera estadistica si los
centroides de un grupo de muestras difieren con los centroides de otro grupo de un analisis de
ordenacion como el PcoA (Lahti et al., 2021) y determinar si lo grupos difieren en composicion y
estructura, tanto en la Tabla 13, como en la Tabla 14 se observan valores de F altos, lo que significa

gue la suma de las distancias entre los tratamientos es mayor que la suma de distancias dentro de
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los tratamientos, lo cual es evidenciable en los PcoA, debido a la formacidn de agrupamientos, sin
embargo, en ambos casos con un Pr(> F) > 0.05 por lo que no hay suficiente evidencia para
rechazar la hipétesis nula, es decir que no se demuestra una diferencia significativa en diversidades
beta entre los tratamientos 1y 2. Por lo tanto, con la Figura 30, podemos observar que si bien no
comparten taxones entre los tratamientos, segln la Tabla 13 y Tabla 14 en diversidad beta no

tienen diferencias significativas.

Tabla 13

PERMANOVA con distancias Bray Curtis de Divnet

Df SumOfSqs R2 F Pr(>F)
Tratamiento 1 1,39525 0,87148 27,123 0.1
Residual 4 0,20576 0,12852
Total 5 1,60101 1

Nota. Df: grados de libertad, SumsOfSqgs: suma de cuadrados, F: estadistica de permutaciones, P
muestra la significancia estadistica con un P<0.05, Pr(>F) basado en 9999 permutaciones (P mas bajo

posible es 0,0001)

Tabla 14

PERMANOVA con distancias UNIFRAC (abundancias relativas)

Df SumOfSqs R2 F Pr(>F)
Tratamiento 1 0.112383 0.90602 38.563 0.1
Residual 4 0.011657 0.09398
Total 5 0.124040 1.00000

Nota. Df: grados de libertad, SumsOfSqgs: suma de cuadrados, F: estadistica de permutaciones, P
muestra la significancia estadistica con un P<0.05, Pr(>F) basado en 9999 permutaciones (P mas bajo

posible es 0,0001)
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Considerando que las diversidades alfa fueron significativamente diferentes entre
tratamientos, siendo superior en el tratamiento 2, mientras la diversidad beta no presenté
diferencia significativa entre tratamientos, esto nos sugiere que la diversidad a nivel de tratamiento
o diversidad gamma en el tratamiento 2 (muestras de rizésfera tratadas con Trichoderma) es mayor

a la del tratamiento 1, sin embargo, esta diversidad no fue estimada.

Es importante destacar que los andlisis de diversidad se basan en una toma de muestras
para hacer inferencia sobre el entorno que nos interesa, por lo que a medida que crece el tamafio
de la muestra es posible acercarse a comprender la verdadera naturaleza de la poblacién de estudio,
lo cual quiere decir que mientras incrementa el muestreo, cualquier métrica de diversidad (M.
Rosen et al., 2015), como los indices de diversidad alfa y beta llegan a aproximarse al valor de la
métrica calculada en toda una poblacion (Willis, 2019). Debido a las limitaciones de la investigacion
y del método de secuenciacién de amplicdn de genes, no podemos concluir que las métricas de
diversidad estimadas, tanto para diversidad alfa como para diversidad beta describen
completamente la diversidad de las poblaciones de interés, ya que se deben considerar los
siguientes factores:

e El numero de muestras extraidas por tratamiento fue limitado (3 por tratamiento);

e se emplearon Unicamente un par de cebadores ITS86F e ITS4 que, pese a considerarse como
un par de cebadores adecuado para muestras ambientales puede también estar
determinando un sesgo en la reaccidon de amplificacidn, siendo preferencial para ciertos
taxones del reino Fungi;

e sedio una pérdida de un alto porcentaje de datos de secuenciacién que se obtuvieron a
partir de dos laboratorios de andlisis empleando los mismos cebadores y tecnologia Illumina

Miseq, luego de ser filtrados y recortados; las regiones ITS presentan longitudes variables
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entre especies lo que promueve a menudo una amplificacion y secuenciacién preferencial

por secuencias cortas y por lo tanto, una estimacién de abundancia incorrecta;

el estudio fue netamente transversal por lo que las diferencias observadas se atribuyen

Unicamente al tratamiento con Trichoderma, cuando podria deberse a otros factores. Sin

embargo, los resultados expuestos sirven como una exploracién inicial de las poblaciones,

para estudios posteriores.

Figura 31

Grdfico de abundancias diferenciales por Filo y género
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Nota. En el eje x se distribuyen hacia la izquierda los taxones de abundancia diferencial para el

tratamiento 1 (plantas con marchitez no tratadas con Trichoderma) y hacia la derecha izquierda los

taxones de abundancia diferencial para el tratamiento 2 (plantas sin marchitez tratadas con

Trichoderma).
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Para encontrar los taxones mas diferenciados se empled el andlisis de abundancia
diferencial a través de DESeq2 con un umbral de significancia « = 0.001 (Figura 31) y se aprecian
los Phylum Ascomycota, Basidiomycota para el tratamiento 1y los Phylum Ascomycota,
Basidiomycota y Mortierellomycota para el tratamiento 2, esta tendencia se mantiene en la gréafica
de abundancias relativas (Figura 26). Por otro lado, el género de mayor abundancia para el
tratamiento 1 es Calophoma, representado por el ASV_1, siendo la especie rosae la mas abundante
(Figura 32), seguido del género Antrodia, especie neotropica representado por el ASV_3 (Figura 33)
mientras que para el tratamiento 2 el género de mayor abundancia es Mortierella, principalmente
representado por el ASV_7, especie elongata (Figura 34), seguido de la especie humilis
representado por el ASV_8 (Figura 35). Determinar estos taxones puede proporcionarnos

informacién importante sobre los ambientes de estudio, como se reporta posteriormente.

Figura 32

Grdfico de abundancias diferenciales ASV1 correspondiente a Calophoma rosae.
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Figura 33

Grdfico de abundancias diferenciales ASV3 correspondiente a Antrodia neotropica.
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con Trichoderma.

Figura 34

Grdfico de abundancias diferenciales ASV7 correspondiente a Mortierella elongata.
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Figura 35

Grdfico de abundancias diferenciales ASV7 correspondiente a Mortierella humilis.
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Beeck et al. (2014), reportan que el par de cebadores ITS86F e ITS4 empleados en
pirosecuenciacién de muestras ambientales superd en numero de lecturas y OTUs identificadas a
otros pares de cebadores, como ITS3- ITS4, sin embargo, es importante considerar que el actual
estudio empled las unidades estandar ASV en lugar de OTU, esto derivd en un menor nimero de
taxones encontrados por muestra, debido a que la inferencia de ASV con DADA2 a través de su
modelo de error, identifica con mayor precisién verdaderos taxones, en comparacion con el método
OTU, que tiende a sobreestimar taxones debido a que realiza agrupaciones de secuencias bioldgicas

con errores (B. J. Callahan et al., 2016).

Trichoderma es un género de hongos filamentosos cosmopolitas (Druzhinina et al., 2011)

del orden de los Hypocreales y phylum Ascomycota, los nichos ecoldgicos frecuentes de este género
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incluye predominantemente la rizdsfera, debido a la presencia de distintos hongos que les sirven
como presa, atraidos por los nutrientes derivados de las raices de las plantas, por ello la mayoria de
hongos de este género han sido aislados precisamente en muestras de rizésfera en diversas zonas
climaticas alrededor del mundo (Druzhinina et al., 2011) y de hecho son uno de los géneros mas
frecuentes en suelos, se caracterizan por su potencial como control biolégico de fitopatégenos (Gary

E. Harman et al., 2004).

Debido a que Trichoderma se trata de un género encontrado cominmente, y considerando
gue la toma de muestras de rizésfera que pertenece a suelos tratados con Trichoderma del INIAP,
podria esperarse que este género se identifique en al menos el tratamiento 2, el cual provenia de
rizosfera de Rubus glaucus sin sintomas de marchitamiento tratadas con Trichoderma (Figura 32),
sin embargo, este taxdn no fue identificado ni siquiera en conteos bajos en ninguno de los
tratamientos, esto puede deberse a sesgos en los cebadores empleados ITS86F e ITS4, ya que se ha
reportado un sesgo por los Phylum Ascomycota, Basidiomycota y Mortierellomycota (Petrolli et al.,
2021; Vancov & Keen, 2009). Aunque Trichoderma pertenece al phylum Ascomycota pudo no haber
sido reconocido por los cebadores empleados, asi también no encontrar este género en ninguno de
los tratamientos, pudo deberse a errores durante la secuenciacion, derivando en la alta pérdida de
lecturas debido a su baja calidad (Tabla 7), lo que limita la identificacién de otros taxones. No
encontrar géneros como Dactylonectria y/o llyonetria , entre otros antes descritos, asociados a la
marchitez de Rubus glaucus (Tolosa, 2015) en el tratamiento 1, puede deberse a las mismas razones

por las que no se encontrd Trichoderma spp. en las muestras.

Por otro lado, de ser ITS86F e ITS4 un par de cebadores adecuado para el estudio de

muestras ambientales debido a su alto rendimiento, es posible también, que se hayan identificado
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pocos taxones debido a errores durante la secuenciacion, ya que no se empled un kit de purificacién
de ADN y una baja pureza en las muestras de ADN puede interferir en los resultados de
secuenciacioén (Clooney et al., 2016). Se apoya esta hipdtesis debido a que tras el filtrado de calidad
en DADA2 (Tabla 7) se apreciaron porcentajes de pérdida de secuencias de hasta 45,21% en las
lecturas forward (secuencias utilizadas), mientras que las lecturas reverse debieron ser descartadas

por su baja calidad.

Aunque la informacidén del género Calophoma es limitado, existen investigaciones que
identifican algunas especies de este género como patdgenos de plantas, como es el caso de
Calophoma complanata, Calophoma rosae y Calophoma clematidina, entre otros. Smith & Cole
(1991) ha identificado a Calophoma clematidina como causante del marchitamiento foliar de flores
grandes y marchitez de Clematis, produciendo pudricién nodal o anillamiento del tallo. En Canada se
ha reportado a Calophoma complanata como causante del cancer de Phoma (Phoma complanata es
sinénimo homotipico de Calophoma complanata (Deb et al., 2020)) en cultivos como chiviria,
provocando el tizon o marchitamiento de color marrén en las hojas que en casos severos puede
conducir a la muerte de las mismas y deriva en un marchitamiento y muerte de los demas tejidos de
la planta incluyendo la raiz (Cerkauskas, 2009; Howard et al., 1994), sintomas similares se reportan

con Calophoma rosae la cual parasita a la familia Rosaceae (Chen et al., 2017).

El género Antrodia, segundo género de mayor abundancia diferencial en el tratamiento 1
(Figura 31y Figura 33), es conocido por agrupar hongos parasitos, descomponedores de madera,
como Antrodia camphorata, causantes de la podredumbre parda debido a su capacidad selectiva
para degradar celulosa y hemicelulosa (Olsson et al., 2011; Rajala et al., 2012). Este hallazgo es

congruente con las muestras de rizésfera del tratamiento 1, ya que fueron extraidas de plantas
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marchitas, las cuales probablemente habian iniciado un proceso de descomposicién, siendo un

ambiente dptimo para microorganismos del género Antrodia.

El género Mortierella, taxdn de mayor abundancia diferencial en el tratamiento 2 (plantas
sin sintomas de marchitamiento y tratadas con Trichoderma (Figura 31, Figura 34 y Figura 35)
alberga especies de importancia agricola. Mortierella incluye hongos promotores del crecimiento
vegetal y se encuentran tanto en suelo a granel como rizosférico e incluso en tejidos de las plantas,
capaces de incrementar la eficiencia de absorcion de nutrientes, mientras apoyan el desempefio de
otros microorganismos benéficos (Ozimek & Hanaka, 2020), presentan actividad antimicrobiana y
mejoran la tolerancia al estrés de la planta huésped al producir moléculas sefalizadoras de defensa
conservada, como el 4cido araquiddnico (Wani et al., 2017). Tagawa et al. (2010) y Xiong et al.
(2017) han reportado al género Mortierella como importantes antagonistas de patégenos como la
sarna de la papa (causada por bacterias del género Streptomyces) y la marchitez en vainilla (causada
por Fusarium), respectivamente. Mortierella elongata, la especie de mayor abundancia diferencial
en el tratamiento 2, fue reportado por Li et al. (2018) como una especie capaz de degradar
sustancias toxicas, mejorando la salud del suelo y por K. Zhang et al. (2020) como una especie capaz
de incrementar la biomasa vegetal. Mientras, M. humilis es una especie de hongos saprotdfica,
comun en suelos, especialmente en ambientes con madera descompuesta, debido a su capacidad
para degradar celulosa y lignina (Mé&kipaa et al., 2017; Varnaité et al., 2008), lo cual mejora la
actividad bioldgica de los suelos (Nguyen et al., 2019). Ademas, se ha visto que tratamientos con
Trichoderma virens incrementa la abundancia de Mortierella en suelos de rizésfera de Pinus
sylvestris (Halifu et al., 2019), asi también, Fu et al. (2020) reportaron en plantaciones de maiz en
China, que los suelos tratados con Trichoderma mostraron un incremento significativo en la

abundancia relativa del género Mortierella y otros géneros considerados beneficiosos para el suelo.
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Pese a que no se ha reportado el género Calophoma en enfermedades de mora de Castilla u
otros cultivos en el Ecuador, al estar este taxdn presente diferencialmente en el tratamiento 1
(plantas con sintomas de marchitamiento y no tratadas con Trichoderma) podria estar asociado a los
sintomas encontrados en la planta, este hallazgo es relevante considerando que la especie de mayor
abundancia diferencial fue Calophoma rosae, el cual parasita a la familia Rosaceae, a la cual
pertenece Rubus glaucus. Por otra parte, es importante recalcar que se observé la presencia en
mayor abundancia diferencial del género Mortierella en el tratamiento 2 (plantas sin sintomas de
marchitamiento y tratadas con Trichoderma), género que no fue encontrado en el tratamiento 1, lo
gue puede indicarnos que el tratamiento de suelos con Trichoderma puede incrementar la
abundancia de Mortierella, como lo han reportado Halifu et al. (2019) y Fu et al. (2020), género de

gran importancia en la agricultura.

3.1.1.2. Identificacién de variantes sin taxonomia asignada

Al realizar una busqueda de BLAST con aquellos ASV de mayor abundancia y que no
obtuvieron una asignacidn de Phylum pudo observarse que para el ASV_2 de 272 pares de bases, el
cual fue mas abundante jError! No se encuentra el origen de la referencia. se alined con porcentajes d
e identidad sobre 99.63% al género Rubus, el mayor porcentaje de identidad lo logré con Rubus
glaucus, con una cobertura de consulta del 96%, ya que el alineamiento visto en la jError! No se e
ncuentra el origen de la referencia., muestra cdmo la secuencia se cubre totalmente por el
espaciador transcrito 2 y parte del espaciador transcrito 1. Debido a que su alineamiento conté con
el 100% de identidad con Rubus glaucus y que todos los alineamientos con un alto porcentaje de

identidad y cobertura de consulta corresponden a espaciadores internos transcritos 2 de diferentes
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especies de Rubus jError! No se encuentra el origen de la referencia., lo cual puede esperarse, d

ebido a que el estudio se basa en rizdsfera de Rubus glaucus.

La busqueda de BLAST para el ASV_4 de 271 pares de bases iError! No se encuentra el o
rigen de la referencia. se alined con porcentajes de identidad y cobertura de consulta del 100% con
14 secuencias de espacios internos transcritos que incluyen a especies como Halochlorella
rubescens, Scotiellopsis reticulata, Scenedesmus sp., Tetradesmus sp., Scotiellopsis sp. y Tetradesmus
dissociatus, se muestra el alineamiento con Scotiellopsis reticulata FACHB-2317 como ejemplo
iError! No se encuentra el origen de la referencia.. Todas las especies antes mencionadas p
ertenecen a una de las tres clases de algas verdes de mayor diversidad de especies, la clase
Chlorophyceae, perteneciente al Phylum Chlorophyta, los cuales pueden estar presentes en toda
clase de ambientes, mientras exista luz y humedad (Fucikova et al., 2019), por lo cual es comun
encontrar Chlorophyceae no Unicamente en agua sino también en suelos, incluso en suelos aridos,

como lo reporta Terlova & Lewis (2019).

La busqueda de BLAST para el ASV_6 de 271 pares de bases jError! No se encuentra el o
rigen de la referencia. se alineé con porcentajes de identidad y cubierta de consulta del 100% con 4
secuencias de espacios internos transcritos que incluyen a especies como Halochlorella rubescens,
Scotiellopsis reticulata, Scenedesmus dissociatus y Uncultured Sphaeropleales, se muestra el
alineamiento con Halochlorella rubescens cepa KNUAO42 como ejemplo iError! No se encuentra el o

rigen de la referencia.. Todas pertenecen a la clase Chlorophyceae, del Phylum Chlorophyta.

Los alineamientos antes expuestos, empleando las secuencias ASV_2, ASV_4 y ASV_6 de

importancia proporcional significativa (>0.1) no corresponden al reino Fungi y por tanto fueron
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excluidas en el estudio de diversidad posterior, asi como las secuencias que no tuvieron una
asignacion de Filo de importancia proporcional no significativa, ya que pueden tratarse de
secuencias no pertenecientes al Reino Fungi, por lo que no forman parte de los objetivos de la
presente investigacién. Este tipo de ASV pese a haberse empleado cebadores del Reino Fungi se

presentan debido a que tanto plantas como algas poseen espacios transcritos internos
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Capitulo V. Conclusiones

La investigacion actual presenta una exploracion inicial del efecto del tratamiento con
Trichoderma spp. sobre las poblaciones microbianas fungicas de la rizdsfera de cultivos de mora de

Castilla (Rubus glaucus).

Se estimaron las diversidades taxondmicas, a partir de indices de diversidad alfa, e
indicadores de la diversidad beta entre tratamientos, encontrandose que existe diferencia
significativa (p = 0, = 0.05) en la diversidad alfa entre los tratamientos con y sin Trichoderma,
siendo superior en el tratamiento con Trichoderma y no existe diferencia significativa en la

diversidad beta (Pr(> F) = 0.1, @ = 0.05) entre los tratamientos con y sin Trichoderma.

El andlisis de abundancia diferencial realizado permitio identificar a los taxones de mayor
abundancia diferencial (¢ = 0.001) para cada tratamiento, encontrandose a los géneros Calophoma
y Antrodia en el tratamiento 1 (plantas marchitas no tratadas con Trichoderma), miembros de los
phylum Ascomycota y Basidiomycota, respectivamente; y al género Mortierella en el tratamiento 2

(plantas no marchitas tratadas con Trichoderma), perteneciente al phylum Mortierellomycota.

No se encontrd evidencia de la presencia de algunos ascomicetos de importancia para el
presente estudio, tales como Trichoderma, y/o hongos patégenos de relevancia para los cultivos de
Rubus glaucus en el Ecuador en ninguno de los tratamientos, como Botrytis cinerea, causante del
moho gris o pudricién blanda; Dactylonectria e llyonectria causantes de la enfermedad del pie

negro; y ascomicetos del orden Erysiphales, causantes del mildiu polvoso.
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El presente estudio encontrd un potencial patégeno de Rubus glaucus, Calophoma rosae,
relacionado con la marchitez en plantas de la familia Rosaceae, el cual ha sido poco estudiado y no

se ha identificado aun en cultivos del Ecuador.

El presente estudio encontrd al género Mortierella como taxén de abundancia diferencial en
muestras de suelo tratadas con Trichoderma, el cual puede ser un componente clave en la salud de

los suelos tratados con Trichoderma.

Las variantes (ASV) sin taxonomia asignada en el reino Fungi y de mayor abundancia relativa
correspondieron a secuencias del espaciador transcrito de Rubus glaucus y de algas verdes de la

clase Chlorophyceae, phylum Chlorophyta.
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Capitulo VI. Recomendaciones

El analisis del microbioma se ve afectado por las condiciones experimentales y por los
analisis posteriores computacionales, por lo que, para obtener conclusiones mas ajustadas a la

diversidad y abundancia microbiana real en las poblaciones de interés se recomienda que:

e Se aplique un muestreo significativo y aleatoriamente con un mayor nidmero de
tratamientos, que permita mejorar la estimacién de variabilidad en los datos, lo que
permitird la identificacidn de sefiales bioldgicas débiles y disminuird

significativamente falsas interpretaciones y sesgos en los resultados.

e Serealicen estudios longitudinales, que permitan contemplar un mayor nimero de

factores y efectos, lo que mejoraria la robustez de las conclusiones.

e Se emplee un kit de purificacién de ADN, que permita lograr muestras de éptima
pureza, de tal modo que los posibles contaminantes no puedan interferir en las

reacciones de secuenciacion.

e Se empleen varios juegos de cebadores con distintos objetivos en la secuencia, que
pueden implicar diferentes genes, lo que permitira disminuir sesgos en la

amplificacidn de ciertos microorganismos.

e Serealice la secuenciacion de las mismas muestras en diferentes laboratorios o

cambiando librerias, ya que variaciones en las metodologias de secuenciacion
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podrian inducir a sesgos y podria estimarse si existe variabilidad significativa en los

resultados de secuenciacion.

e Se recomienda emplear otras técnicas de secuenciacidon, como secuenciacién de una
Unica molécula de ADN, que no requiere amplificacién por PCR y por lo tanto reduce

el sesgo en este paso.

Se recomienda que se investigue mas acerca de Calophoma rosae, para determinar si esta

especie poco descrita estd relacionada con sintomas los de marchitez en Rubus glaucus en los suelos

del Ecuador.

Se recomienda que se estudie mas sobre el género Mortierella y los mecanismos que

pueden influir en la mejora de la calidad de suelos cultivables en el Ecuador.

Para lograr una mejor comprension de las relaciones entre la diversidad microbiana vy las

funciones del suelo se recomienda realizar un analisis de alta resolucién para detectar células

microbianas activas e inactivas en la rizdsfera.
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Capitulo VII. Apéndices
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