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Resumen
En el sector de Floricultura de la Hacienda “El Prado” - IASA |, se obtuvieron un total de 62

aislamientos de hongos del suelo a partir de trampas microbianas de arroz.

A 36 hongos filamentosos purificados se los caracterizé morfolégicamente a nivel macroscopico
y microscopico, con el empleo de claves dicotdmicas. La caracterizacién molecular, se llevé a
cabo con la extraccién de ADN y amplificacion de las regiones conservadas ITS con los primers
ITS1 e ITS4, los productos de PCR convencional fueron enviados para el proceso de

secuenciacion por el método de Sanger a los Laboratorios de Investigacion UDLA.

La identificacion molecular, se realizé al comparar las secuencias consenso con la base de datos
NCBI-GenBank, especificamente, usando la herramienta bioinformatica BLAST. Se identificaron
27 especies en el sector de Floricultura, distribuidas en 14 géneros: Clonostachys, Mucor,
Trichoderma, Niesslia, Irpex, Fusarium, Minimedusa, Clarireedia, Flavocillium, Xylariales,

Penicillium, Absidia, Epicoccum, Pseudopithomyces.

Con las especies morfo-molecularmente identificadas, se elaboré un cepario crioconservando
discos de agar colonizados, en una solucién de glicerol 10% y peptona 0.1%. Se evidenciaron

los procesos mediante la elaboracién de fichas técnicas que detallan los resultados.

Finalmente, el estudio establecid una linea base de hongos filamentosos agrupados de acuerdo
al rol ecolégico que cumplen. En el sector de Floricultura del total de individuos aislados: 46,8%
son antagonistas, 35.5% saprofitos y 17,7% fitopatdgenos. Esta informacion es preliminar para

estudios complementarios de biorrestauracion.

Palabras clave: caracterizacion morfo-molecular, hongos filamentosos, secuenciacion,

biodiversidad, crioconservacion.
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Abstract
In the Floriculture sector of Hacienda "El Prado" - IASA |, a total of 62 soil fungus isolates were

obtained from rice microbial traps.

Thirty-six purified filamentous fungi were morphologically characterized at both macroscopic
and microscopic levels using dichotomous keys. Molecular characterization was carried out by
DNA extraction and amplification of the conserved ITS regions with the primers ITS1 and ITS4.

The PCR products were then sent for Sanger sequencing at the UDLA Research Laboratories.

Molecular identification was performed by comparing the consensus sequences with the NCBI-
GenBank database, specifically using the bioinformatics tool BLAST. Twenty-seven species
were identified in the Floriculture sector, distributed in 14 genera: Clonostachys, Mucor,
Trichoderma, Niesslia, Irpex, Fusarium, Minimedusa, Clarireedia, Flavocillium, Xylariales,

Penicillium, Absidia, Epicoccum, Pseudopithomyces.

With the morpho-molecularly identified species, a culture collection was established by
cryopreserving colonized agar disks in a 10% glycerol and 0.1% peptone solution. The

processes were documented by elaborating technical sheets detailing the results.

Finally, the study established a baseline of filamentous fungi grouped according to their
ecological role. In the Floriculture sector, of the total isolated individuals, 46.8% are antagonists,
35.5% are saprophytes, and 17.7% are phytopathogens. This information is preliminary for

complementary biorestoration studies.

Keywords: morpho-molecular characterization, filamentous fungi, sequencing,

biodiversity, cryopreservation.
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Capitulo I: Introduccién

Antecedentes

Los hongos filamentosos han despertado un gran interés en el ambito biotecnoldgico
debido a los beneficios que brindan gracias a sus caracteristicas morfoldgicas Unicas. Su
potencial comercial ha impulsado su produccién con el fin de utilizarlos en diversos sectores
como el agricola, farmacéutico, alimenticio e industrial, asi como en la generacion de
biocombustibles. Estos microorganismos son reconocidos por sus propiedades beneficiosas, lo
cual motiva a los investigadores a profundizar en el estudio de la micologia (Suarez Contreras
& Pefiaranda Figueredo, 2022).

Ecuador es considerado un pais megadiverso debido a su ubicacién geografica
privilegiada y a la diversidad de ecosistemas, despertando el interés en investigadores,
bidlogos y cientificos de todo el mundo. Ecuador es un verdadero laboratorio natural para
estudiar y aprender de los organismos que la componen, principalmente de esos que no se
observan a simple vista, como los hongos filamentosos. Definitivamente Ecuador es un tesoro
de la biodiversidad que merece ser conservado y protegido. Es por eso, que investigaciones
como la de Ochoa Cabrera (2017) aportan al conocimiento cientifico, al enfocarse en la
identificacion de hongos filamentosos presentes en areas protegidas del pais como lo es el
Bosque Aguarongo, ubicado en la provincia de Azuay. Su estudio ha permitido la conservacion
de hongos filamentosos en un cepario perteneciente a la Universidad Politécnica Salesiana
(UPS) de la Sede Cuenca, estos microorganismos fueron caracterizados morfolégicamente y
clasificados en los géneros encontrados, tales como, Aspergillus, Penicillium, Trichoderma'y
Fusarium, que se caracterizan por ser los mas frecuentes.

La investigacion de Carrefio et al. (2018) también se enfoca en el analisis microbioldgico
al suelo del bosque protegido de Prosperina ubicado en la ciudad de Guayaquil — Ecuador, con

el objetivo de identificar hongos filamentosos. Utilizando técnicas moleculares, identificaron 38
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especies de hongos filamentosos del suelo, con mayor frecuencia observaron géneros como
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Absidia, y con menos frecuencia géneros como
Fusarium y Cladosporium, estos resultados confirman la valiosa biodiversidad de
microorganismos que habitan en el bosque, y también sugiere analizar la influencia de factores
naturales y humanos en la dispersién de microorganismos patégenos. Con el propdsito de
futuras investigaciones enfocadas en la busqueda de metabolitos secundarios con potencial
biotecnoldgico, realizaron la crioconservacién de hongos filamentosos, que ya hacen parte de
la Coleccion de Cultivos de microorganismos del CIBE (CCM-CIBE).

El sector floricola del Ecuador, es una de las areas comerciales mas importantes para el
desarrollo econémico, y es por eso que siempre se encuentran en el objetivo de mejorar sus
actividades para ser competitivos en el mercado. Las investigaciones en el sector son
continuas, justamente para crear nuevas variedades con menos riesgo, para lo cual el estudio
de Castillo Guaman (2021) generd su aporte al aislar e identificar molecularmente a los hongos
entomopatégenos Bauveria bassiana y Penicillium oxalicum en la Floricola AlpaRoses S.A.,
Conocoto — Pichincha., y evaluarlos como controladores biolégicos contra la plaga “Trips”
(Frankliniella occidentalis), que es reconocida por genera pérdidas en la produccion, al reducir
la calidad de tallos en rosas.

Justificacion

El sector floricola del Ecuador conforma el 4,6% del total de las exportaciones no
petroleras entre enero y julio de 2023, generando 39.503 empleos directos. Hasta julio de 2023,
el Ecuador se ubica entre los mayores exportadores de flores a nivel mundial, ocupando el
segundo lugar, gracias al 75% de exportacion en rosas (Expoflores, 2023; GDPS, 2023). Este
panorama, también influye en la cantidad de agroquimicos utilizados por el sector floricola, para
combatir enfermedades y plagas en los cultivos, asi es como en el estudio de Flores Perugachi
(2012) menciona las razones por la que empresas floricolas usan productos quimicos como

primera opcion, recalcando que la oferta comercial de hongos benéficos es minima y su costo



18

es elevado. Ademas, el estudio Zambrano-Salazar & Quinde-Alvear (2023) recalca que el uso
de agroquimicos afecta la salud de los trabajadores que tienen contacto con estos compuestos,
por lo que buscar una alternativa accesible, es justa y necesaria.

Por los motivos antes mencionados y con la tendencia hacia actividades sustentables,
se busca la creacién de productos amigables con el medio ambiente, que promuevan el
volumen de produccion y calidad, y que mejor que sean a base de microrganismos benéficos.
Los mismos que requieren de distintos analisis como técnicas de cultivo, observacion
microscopica, pruebas moleculares, entre otras, para su identificacion y potencial aplicacién
(Erkmen, 2021). Su uso en la agricultura permite obtener un equilibrio microbioldgico en el
suelo, a la vez que promueve el comercio y desarrollo econémico, al crear productos de control
biolégico, interesante para diferentes industrias, lo que promueve el estudio propuesto del
establecimiento de una linea base de hongos filamentosos para biorrestauracion.

Objetivos

Objetivo General

Caracterizar morfologica y molecularmente hongos filamentosos asociados a los suelos
del sector de Floricultura de la Hacienda “El Prado” - IASA |, para el establecimiento de una

linea base con fines de biorrestauracion.

Objetivos Especificos

o |dentificar morfoldégica y molecularmente las especies de hongos filamentosos
recolectados en los suelos del sector de Floricultura
o Evaluar la biodiversidad presente en el suelo en base a las especies registradas.

o Establecer un cepario de microorganismos con potencial benéfico.
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Hipotesis
Ho: No existe diferencia significativa entre la riqueza de especies de hongos
filamentosos observada y la riqueza esperada segun el estimador no paramétrico Chao 1.
H1: Existe diferencia significativa entre la riqueza de especies de hongos filamentosos

observada y la riqueza esperada segun el estimador no paramétrico Chao 1.
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Capitulo Il: Revision de literatura

Caracteristicas generales de los hongos

Los hongos son un grupo abundante de organismos, que se clasificé hace mucho
tiempo en el Reino Plantae, no obstante, con la evolucién de técnicas moleculares y avances
cientificos, a partir del 2015 se generalizo y rectificé publicamente su pertenecia al Reino Fungi
(Ruggiero et al., 2015). La cantidad de hongos que existen, siempre ha sido un valor intrigante
en ser determinado por especialistas en taxonomia y biodiversidad, sin embargo, no es posible
establecer un valor fijo y especifico de estos organismos. Para tener una comprension mas
sujeta a la realidad en el estudio de (Ritter et al., 2020) observaron que el equivalente a una
cucharadita de tierra contenia alrededor de 400 especies de hongos; ahora, de acuerdo a datos
generados recientemente a partir de estudios enfocados en la estimacion de diversidad fungica
por distintas técnicas, se ha calculado un promedio de 12 (11,7 — 13,2) millones de especies de
hongos en la Tierra (Wu et al., 2019), aunque solo aproximadamente 150.000 especies estan
aceptadas de acuerdo a bases de datos reconocidas para el Reino Fungi (Rua-Giraldo, 2023).

Los hongos son heterétrofos por absorcion, es decir, que obtienen los nutrientes
necesarios a partir de la materia organica ya elaborada que se encuentra en el entorno, para
lograrlo segregan enzimas que rompen la materia organica en moléculas mas pequefas, asi
los hongos absorben sus requerimientos nutricionales mediante la pared celular y lo
implementan en su metabolismo como fuente de carbono y energia (Arenas, 2014; Gémez,
2017). De acuerdo a su forma de nutricion, los hongos se clasifican en: saprofitos, simbidticos y
parasitos. Los hongos saprofitos o saprobios se caracterizan por alimentarse de materia
organica en descomposicion; los simbioticos establecen una relacion benéfica con otros seres
vivos, como la formacion de micorrizas para promover un mutuo desarrollo ecoldgico; vy, los
parasitos crean una relacién perjudicial para el huésped (Estrada Salazar & Ramirez Galeano,

2019).
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Caracteristicas estructurales de los hongos

Los hongos estan formados por células eucariotas (figura 1), es decir, que poseen un
nucleo definido, mitocondrias, una membrana plasmatica ordenada que, a diferencia de los
seres humanos, esta contiene ergosterol, y finalmente tiene una pared celular conformada por
polisacaridos como a-glucanos, mananos y quitina, formando una estructura rigida de
proteccion. Los hongos pueden ser organismos unicelulares como las levaduras
(blastomicetos), que se han empleado desde tiempos antiguos en la preparacion de cerveza y
multicelulares que hacen referencia a hongos filamentosos y setas, estos ultimos son especies
macroscépicas que regularmente se encuentran a simple vista en los bosques (Arenas, 2014).
Figura 1

Esquema de una célula fangica

Reticuto

Nota. Recuperado de: (Zaragoza, 2018).
Hongos del suelo

Los hongos cumplen varias funciones dentro del suelo, uno de esos es su rol en los
ciclos biogeoquimicos, los hongos tienen la capacidad de crear un equilibrio ecosistémico al
ejercer la descomposicion de la materia organica o al establecer relaciones con la rizosfera de

las plantas, con la finalidad de transportar, reciclar y aprovechar nutrientes esenciales como el
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carbono, nitrégeno, fésforo, entre otros; en el mejor de los casos se alcanza un mayor equilibrio

cuando existe una alta interaccion biotica, lo que presume la riqueza del suelo (Marin, 2018).

Aislamiento de hongos del suelo

Estos microorganismos al tener una relacién estrecha con la naturaleza y vivir bajo
distintos aspectos abidticos, el simular su ambiente propicio de crecimiento a niveles in vitro se
vuelve complejo, de alli que se menciona que los analisis de abundancia relativa de especies
cultivables aisladas del suelo, generan resultados no representativos, y promueve a enfatizar
en la asercion de que solo el 1% de los microorganismos del suelo son cultivables, teniendo la
privacion de comprender la inmensa diversidad existente (Pfenning & Magalhaes, 2000).

Existen métodos para el aislamiento de los hongos, tales como las diluciones seriadas a
partir de muestras de suelos, en estos casos se evita el uso de raices por la relacion
micorricica que influiria en el cultivo, también se manejan los sustratos sélidos u organicos,
estos se fundamentan en brindarle los nutrientes necesarios al hongo para que crezca, en el
estudio Nugra Sanchez (2018) evalué diferentes sustratos para el hongo Trichoderma spp.,
resultando como mejor trampa microbiolégica la que contenia arroz precocido, esto por su alto
contenido de almidén y nutrientes, en este tipo de método se procura utilizar arroz de grano
entero que no se quiebre facilmente, ni se apelmace. Con un enfoque mas sustentable,
haciendo referencia a la economia circular, se busca la optimizacion de sustratos para la
produccion de hongos, fundamentado en el uso de subproductos de la industria agricola como
la cascarilla de arroz y mani (Arévalo et al., 2017). La captura de hongos por cualquier método,
es funcional para hacer estudios de biodiversidad y riqueza en areas de interés, las trampas de
arroz es una técnica tradicional que aun se utiliza en los laboratorios por ser facil, econémica y
principalmente didactica, porque el arroz una vez que atrapa microorganismos presenta granos

de varios colores que en términos ecoldgicos concluye una riqueza microbioldgica del suelo,
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asumiendo un ecosistema en equilibrio que fomenta la produccion de los cultivos (Sanchez
Riofrio, 2022).
Hongos filamentosos

La unidad estructural de los hongos filamentosos se les denomina hifas, que en
conjunto forman el talo o micelio, que constituira la parte visible del hongo denominado soma,
utilizado para caracterizar de forma macroscoépica al hongo en crecimiento (Arenas, 2014),
describiendo la forma del micelio, tal como algodonosa, vellosa, lanosa o pulverulenta. Las
hifas son estructuras tubulares, que pueden o no ser septadas, cada segmento se considera un
tabique que demarca una célula (figura 2); los hongos septados pueden llegar a tener un
diametro inferior de 2 a 5 um, y los no tabicados denominados cenociticos o sifonados, tiene un
diametro de 10 a 15 ym (Liébana Urefna, 2002). Las hifas pigmentadas se las conoce también
como hifas demateaceas generalmente de color negro, y las hifas sin color como hialinas
(Goémez, 2017).
Figura 2

Formacién de un hongo filamentoso, el micelio y los tipos de hifas

Nota. Recuperado de: (Liébana Urefia, 2002).
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El micelio tiene dos funciones especificas para su desarrollo (figura 2), por lo cual se
diferencia el micelio vegetativo, aquel que se encuentra cerca al sustrato para absorber
nutrientes, fijarse y dar edificacion al micelio aéreo, y este ultimo tiene como objetivo
extenderse hacia el exterior y formar las estructuras de reproduccién, como son las esporas
(Arenas, 2014).

Clasificacion de los hongos

En el afio de 1996, Robert Whittaker hace mencién de cinco reinos para agrupar a los
seres vivos, conforme a su morfologia y fisiologia, denominados Monera, Protista, Fungae,
Plantae y Animalia. Especificamente, clasificd a los hongos en el reino Fungae, con cuatro
familias designadas como Ascomycota, Zygomycota, Basidiomycota y Deuteromycota (Gomez,
2017). Con el pasar del tiempo, la clasificaciéon ha ido cambiando de acuerdo al avance de la
ciencia, con la llegada de las técnicas de biologia molecular y un consenso entre mas de 3.000
taxdbnomos, se permitieron establecer una nueva clasificacion que propone dos superreinos
(Prokaryota y Eukaryota) y siete reinos: Archaebacteria'y Eubacteria que pertenecen al reino
procariota, y Protozoa, Chomista, Fungi, Plantae y Animalia que corresponden al reino
eucariota (Ruggiero et al., 2015). El sistema de clasificacion actualizado y el cual se sigue
utilizando comprende que el reino Fungi tiene cinco filos: Chytridiomycota, Glomeromycota,
Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota. Los filos se caracterizan por, conservar las esporas
moviles (Chytridiomycota), formar endomicorrizas con plantas vasculares (Glomeromycota),
formar esporas de pared gruesa por reproduccion sexual y abarcar tanto a saprobios del suelo
como a simbiontes de artrépodos (Zygomycota), incluir a hongos filamentosos y levaduras,
mediante reproduccioén sexuada como asexuada (Ascomycota), y por contener en su mayoria a
los macrohongos perfectos que presentan setas entre esas las venenosas (Basidiomycota)

(Arenas, 2014; Romero Bautista, 2007).
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Caracterizacion morfolégica

La identificacion de un hongo empieza con la observacion macroscépica, es decir, lo
que resalta a simple vista y mas profundamente con una observacion microscopica. Ambas
observaciones, se fundamentan en claves dicotémicas, que son herramientas creadas por
expertos en micologia, en ellas se encuentran varias caracteristicas morfolégicas de los
hongos, que tienen el objetivo de guiar al usuario hacia la determinacion del género y especie
de un hongo en cultivo (Panica & Condori, 2013). Para iniciar con la identificacién de hongos,
se toma un cultivo puro y se observa bien las caracteristicas, con la finalidad de asignarlo a una
de las dos alternativas que presenta la clave, una vez tomada la decisién se continua el camino
saltando al siguiente numero que aparece a la derecha del dominio analizado, se continua
hasta que en el lado derecho aparezca el género o especie al que pertenece el individuo
(Vilches et al., 2012).

A nivel macroscopico los caracteres a determinar son el color del anverso y reverso de
la colonia, la textura, el aspecto, la altura micelar, la forma de crecimiento, la presencia o
ausencia de exudado, el cambio de color por el proceso de esporulacién, entre otras. Mientras,
qgue a nivel microscoépico, se observa la estructura interna de las hifas, si son septadas, no
septadas o pseudohifas, el tipo de espora, si es ascospora, basidospora o conidia, el color, tipo
y forma de conidias y conidiéforos, entre otras caracteristicas que hacen a un hongo unico
(Arenas, 2014).
Caracterizacion molecular

La biologia molecular es una de las herramientas que abarca varias disciplinas
beneficiosas para la vida moderna, y basicamente depende de la esencia de una persona, en
este caso de un hongo, que es su acido desoxirribonucleico (ADN). La obtencién de ADN en
sus variadas concentraciones, es el principio de los analisis genéticos, solo basta un poco de
micelio, para amplificar genes especificos utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR) y obtener un aumento del numero de copias de un gen (Cervantes Gonzales, 2003). Se
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simula a la sintesis de ADN que sucede en una célula, con la diferencia de que el proceso esta
bajo el control del operador, quien establece las condiciones de temperatura y reactivos para
llevar cabo el proceso (Tamay de Dios et al., 2013). La practica de esta técnica permite
identificar hongos utilizando marcadores moleculares especificos, asi es como para estos
microorganismos el método se fundamenta en el analisis de las regiones del ADN ribosémico:
18S, 5.8S y 28S, que se caracterizan por ser genes constitutivos no alterables durante la
evolucién y que se encuentran en gran proporcion en las células eucariotas, lo que facilita su
amplificacién (Armendariz Borunda et al., 2013). En alguna region del genoma del hongo, se
encuentra el operon ribosomal conformado por los genes antes mencionados y que se
encuentran separados por las regiones de los espacios transcritos internos (ITS), que
principalmente flanquean al 5.8S y se conocen como ITS1 e ITS2, en conjunto forman la region
ITS. Para cada especie de hongo, esta region es particular y permite identificar, diferenciar y
relacionar organismos, por lo que se la conceptualiza como un cédigo de barras genético, con
un tamano que puede fluctuar entre 500 a 800 nucledtidos. Se considera mencionar que el
ARNr 5S que también forma parte del ribosoma funcional, no conforma parte del operén
(Maldonado Bonilla et al., 2023).
Diversidad biolégica

La diversidad biologica o biodiversidad como se ha descrito en los ultimos tiempos,
hace referencia a la variedad de organismos vivos que habitan los diferentes ecosistemas, bajo
una constante de equilibrio. Esta diversidad abarca elementos como la composicion que se
relaciona a la variabilidad de genes, poblaciones y especies, asi como también la estructura
que involucra el aspecto genético y demografico, y por ultimo la funcion de los sistemas
biolégicos que se relaciona a los procesos ecoldgicos y evolutivos que engloba a los dos

anteriores elementos (Chaves-Mejia, 2023).



27

Para la estimacién del nimero de especies microbioldgicas en una muestra
determinada, se utilizan diferentes parametros que con un valor se evalua la riqueza y

abundancia de un ecosistema, los métodos a emplear son:

Chao 1

El Chao 1 es una herramienta no paramétrica que se utiliza en ecologia para estimar la
rigueza de especies en una poblacion o comunidad. Se evalla a partir de la abundancia de
especies poco comunes que presentan los resultados de muestreo, ademas es util al trabajar
con muestras sesgadas, porque puede corregir irregularidades y expresar una estimaciéon mas
precisa de la diversidad biolégica de un ecosistema (Kim et al., 2017).

El indice Chao 1 (Scra01) Para una poblacion pequefia es:

F? N-1
SChaolzsobs‘l'Ex N

Donde:

Schao1 = Numero total de especies esperadas

Sops = Numero total de especies observadas en la muestra

F = Numero de especies que estan representadas solamente por un unico individuo en
esa muestra (numero de “singletons”)

G = Numero de especies representadas por exactamente dos individuos en la muestra
(numero de “doubletons”)

N = Numero total de individuos de la muestra

Para el valor de doubletons igual a cero, se evalua con:

F? FG
Sestimadas = Sobs T 26+ 1 - (2(G n 1)2)
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Abundancia relativa (P,)

La abundancia relativa es una herramienta para medir la frecuencia o cantidad con la
que un individuo aparece en un ecosistema, expresado generalmente como un porcentaje o
proporcion. Se utiliza para estudios de diversidad y distribucién de especies en un determinado
entorno (Valdez, 2018).

La abundancia relativa (?,) es:

n; n;
Pliec—=—
() Z/i:l,,,n’n'i N

Donde:
n; = Numero de individuos de una especie

N = Numero total de individuos de la muestra

indice de diversidad de Shannon (H’)

El indice de Shannon, es un valor que indica la diversidad total de especies presentes
en un area determinada. Su evaluacién se fundamenta en la riqueza de especies y la igualdad
de distribucion de individuos entre las diferentes especies. En cuanto mayor sea el indice de
Shannon, mayor sera la diversidad del area analizada (Valdez, 2018).

El indice de diversidad de Shannon (H’) es:
- n ny
H = —z (ﬁ) InZt = Z(g)lnﬂ

Indice de dominancia de Simpson (D)

El indice de Simpson mide cuantitativamente la diversidad de especies en un
ecosistema, mientras su indice sea mayor se determinara una alta diversidad de especies.

El indice de Simpson (D) se expresa:

=Y G S
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Indice de diversidad de Simpson (D’)

Es un indice que expresa la ausencia o presencia de diversidad en un ecosistema, si el
valor se aproxima a 0 no hay diversidad, mientras que si se acerca a 1 hay diversidad de

organismos (Valdez, 2018).
1-) @)

indice de diversidad especifica de Margalef (D Mg)

Es un indice de diversidad que considera la riqueza de especies como la abundancia
relativa de cada una de ellas (Valdez, 2018). Cuando su valor es menor a 2 se considera baja
diversidad, mientras que si es mayor a 5, se considera de alta diversidad.

El indice de Margalef (Dy) es:

(-1
M3 ™ In(N)

Donde:
S = Numero total de especies presentes

N = Numero total de individuos de la muestra

Indice de Pielou (J’)

El indice de Pielou es una medida de diversidad tomando en cuenta la equitatividad de
la distribucion de individuos dentro de una especie. Relaciona el indice de diversidad de
Shannon y la diversidad maxima de un area en especifico. Su valor varia entre 0 y 1, donde 0
significa una distribucién desigual de individuos, mientras que 1 una distribucién aceptable
considerando que es un ecosistema saludable y equilibrado (Valdez, 2018).

HI
" H'max

]I

Donde: H'max = In (S)
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Conservacion de hongos en un cepario

El levantamiento de un cepario se relaciona con la conservacién de microorganismos a
largo tiempo, su objetivo principal es la de contribuir a la ciencia y al conocimiento sobre la
biodiversidad que existe en la Tierra. Aimacenados los hongos de interés, se vuelven un
recurso genético valioso para futuros estudios en varios campos, como la medicina, la
biotecnologia, la agropecuaria, entre otros (Acosta Ovallos, 2019).

Los métodos utilizados para la conservacion dependeran de la temperatura de
almacenamiento, fuese esa ultrabaja (- 80°C) para la cual se acude a la liofilizacion o se usa
nitrégeno liquido para una criopreservacion (-196 °C), ambas técnicas con un objetivo en
comun, el de minimizar la perdida de viabilidad, los cambios genéticos y la pérdida de
aislamientos. La crioconservacion se fundamenta en el uso de agentes crioprotectores, cuya
finalidad es proteger a las células de los cristales de hielo que se forman al mantener las
muestras en congelacion, las sustancias mas utilizadas son el glicerol, el dimetilsulféxido
(DMSO), aminoacidos y algunas sacarosas. Las concentraciones aplicables dependeran de la
temperatura a conservar, a mayores grados bajo cero las concentraciones son menores, ese es
el caso de la relacion entre el glicerol al 10% y la peptona al 0,1%, que ha garantizado la
viabilidad de los hongos filamentosos por un largo tiempo a -80°C (Rugeles Barandica et al.,

2021).
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Capitulo lll: Metodologia

Ubicacion del area de investigacion

La presente investigacion se realizé en el Instituto Agropecuario Superior Andino (IASA
I) perteneciente a la Universidad de las Fuerzas Armadas - “ESPE”, donde se desarrollan
actividades relacionadas a la Carrera de Ingenieria Agropecuaria como se muestra en la Figura
3.
Figura 3

Actividad de acuicultura

Nota. Pesca en un sistema productivo de trucha. Recuperado de: (Guambi & Hernandez,
2011).

Ubicacion politica

La Hacienda “El Prado” - IASA | esta ubicada en la provincia de Pichincha, cantén
Rumifiahui, parroquia Sangolqui, barrio San Fernando.

El IASA | cuenta con una infraestructura de laboratorios distribuida en 7 bloques: Bloque
1 dispone de los laboratorios de Quimica, Bioquimica y Suelos, Bloque 2 los laboratorios de
Fisiologia Vegetal - Principios activos, Entomologia y Control de Calidad, Bloque 3 laboratorios
de Fitopatologia, Mejoramiento Genético y Sanidad Animal, Bloque 5 laboratorio de

Agrobiotecnologia y Genética, Bloque 6 Acuicultura y Bloque 7 Fitopatologia (Villacis, 2019).
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Ubicacion geografica

El ensayo se realiz6 en el sector de Floricultura de la Hacienda “El Prado” - IASA |,
ubicado a una altitud de 2 748 m.s.n.m., sus coordenadas son: 0°23'10" de longitud sur y
78°25'01" de latitud oeste.

Como se muestra en la Figura 4, el area total de muestreo es de 75 565,34 m?, su
perimetro es de 1 428,73 m, y se midié 672,28 m de largo y 159,34 m de ancho.
Figura 4

Sector de Floricultura de la Hacienda “El Prado™ IASA |

a Sectof Floticultura

Nota. Tomado de Google Earth
Ubicacién ecolégica

La Hacienda “El Prado” IASA | es parte de la zona de vida del bosque humedo,
considerado como un piso altitudinal montano bajo y representa una region latitudinal templada
(Arce Carriel, 2009). Las lluvias en esta zona inician en el mes de octubre hasta mayo con una
precipitacién multianual de 1 325 mm, una humedad relativa anual de entre 64,79 y 66%, y con
una temperatura media entre 14,19 y 14,45 °C (Arce Carriel & Pozo Rivera, 2015). En el cantén
Rumifiahui se observa diferentes relieves de origen volcanico, donde la mayor proporcion de
suelos se encuentra entre francos (40% arena, 40% limo y 20% arcilla) y francos arenosos. Al

ser la Hacienda “El Prado” parte de este cantén, se asume una diversidad de suelos, donde los
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ordenes dominantes son los Molisoles con 45,88% y los Andisoles con 17,88%, el resto
corresponde a tierras miscelaneas o no caracterizadas y a areas urbanas (GADMUR, 2019).
Plan de muestreo

Para realizar el muestreo del sector de Floricultura se consideré como una sola parcela
a todo el terreno (Figura 4). Esta area se dividid en 100 partes iguales, denominadas
subparcelas o unidades experimentales. Con un sistema al azar, se eligieron 50 subparcelas
para colocar las trampas microbianas de arroz, en la Figura 5 se muestra la numeracién de las
subparcelas muestreadas.
Figura 5

Muestreo del 50% de la parcela

Nota. El numero que acompania el pin, representa el numero de la subparcela y lugar donde se

colocaron las trampas microbianas.

Trampas microbianas

Para la elaboracién de las trampas microbianas se utilizd como sustrato el arroz
cocinado por 6 minutos, el arroz se colocé en fundas plasticas cerradas con grapas y se
esterilizaron en autoclave. Al salir de la autoclave las fundas se sellan con cinta masking y se

conservan a 4°C.
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En vasos de 7 onzas se colocé 50 gramos del arroz antes preparado, se cubrid con tela

nylon y papel aluminio, sujetados con una liga.

Colocacién y recuperacion de trampas en campo

En cada subparcela seleccionada al azar, se buscé un lugar con vegetacion, tierra firme
y seca, para la colocacién de la trampa de arroz. En el lugar, se realizdé un hoyo de 20 cm de
profundidad y se coloco la trampa boca abajo, asegurandose un contacto del arroz con la tierra.
Se cubrid el hoyo con tierra y hojarasca para proteger de precipitaciones, finalmente se coloco
una bandera roja para mejor visibilidad del muestreo.

Después de 15 dias, se recuperaron las trampas con las precauciones necesarias para
evitar alterar su contenido. Las trampas que presentaron contaminacion y alta humedad se
descartaron inmediatamente.

Medios de cultivo

Semisélido PDA

Para el medio de cultivo semisdlido se peso 39 g de Agar Papa y Dextrosa (BD Difco™)
y se colocé en frasco de vidrio (BOECO) con 1000 mL de agua destilada, se llevo al
microondas hasta su ebullicion.

Se esterilizé el medio de cultivo a 121°C, 14 PSI por 15 minutos en autoclave, luego se
dejo enfriar, hasta que alcance los 50°C y se colocé 10 mL del antibiético Penicilina-
Estreptomicina (10,000 IU Pen/mL, 10,000 pg Strep/mL) (MP Biomedicals).

Dentro de una camara de flujo laminar (ESCO, SHC-4A2), se dispensé 20 mL del medio
de cultivo en cajas Petri estériles, se espero su solidificacién para su posterior almacenamiento
a temperatura ambiente.

Las cajas Petri se utilizaron después de dos dias, para descartar contaminacién del

medio PDA.
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Liquido

El medio liquido se prepard pesando 5 g de dextrosa, 1.25 g de peptona y 250 mL de
agua destilada. Los reactivos se mezclaron en un frasco de vidrio (BOECO), se llevo al
microondas hasta su ebullicion, se dej6 enfriar hasta que alcanzara una temperatura de 50°C y
se afiadio 2.5 mL del antibidtico tetraciclina 1 mg/mL.

Se dispensé con una jeringuilla estéril, 5 mL del medio en tubos de ensayo tapa rosca,
luego se esterilizé a 121°C, 14 PSI durante 15 minutos. Una vez enfriados los tubos se
almacenaron a 4°C, para su posterior uso.

Aislamiento de hongos filamentosos

Se esterilizd la cdmara de aislamiento y los materiales con alcohol 70%, y luz UV por 15
minutos. Entre dos mecheros se abrié la trampa microbiana y se seleccionaron granos de
arroz, cada uno de un color diferente.

Se sembraron los granos de arroz en una caja Petri con medio PDA, para el
procedimiento se flamed pinza, bisturi y espatula con alcohol potable. Se flameé el borde de la
caja Petri y se sell6 con Parafilm. La etiqueta consta del numero de subparcela muestreada,
ejemplo P16 (Subparcela 16).

Se codificé cada grano de arroz sembrado de acuerdo al color, en la Tabla 1 se observa
la clave de color que se utilizo, la codificacion se coloco en el reverso de la caja Petri.

Los cultivos se incubaron a 28°C en oscuridad por 5 dias, para promover el crecimiento
del micelio y 2 dias en luz para la esporulacion.

Tabla 1

Clave de colores para los granos de arroz sembrados

Numero Color

1 Rojo

2 Morado
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Numero Color
3 Lila
4 Gris
5 Blanco
6 Verde
7 Amarillo
8 Negro
9 Naranja

Purificacién de hongos filamentosos

Se esterilizd la camara de aislamiento y los materiales con alcohol 70%, y luz UV por 15
minutos.

Para la purificacién de hongos filamentosos se utilizaron dos técnicas: en la primera se
esterilizo el asa de platino y se dej6 enfriar dentro de la zona aséptica, luego se tomé una
pequena cantidad del micelio y se sembré presionando ligeramente el asa sobre un nuevo
medio PDA, y en la segunda se corté un segmento de 5x5 mm del medio PDA con micelio y se
sembro colocando la parte del micelio en contacto con el nuevo medio PDA.

Se flameod la caja Petri, sellé con Parafilm, y se incubd a 28°C durante 7 dias.

Este procedimiento se repitié varias veces hasta obtener un cultivo puro.

Caracterizacion morfolégica

Macroscoépica y microscopica de los aislamientos

La caracterizacién morfolégica de los hongos se realizé de dos maneras. A nivel
macroscopico se analizo el color del anverso y reverso de la colonia, la textura, el aspecto, la
altura del micelio, el tipo de crecimiento, la presencia o ausencia de exudado y el color de la

esporulacién. Mientras que, a nivel microscopico, se observa la estructura interna de las hifas,
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si son septadas, no septadas o pseudohifas, el tipo de espora, si es ascospora, basidospora o
conidia, el color, tipo y forma de conidias y conidioforos.
Caracterizacion molecular

Para la identificacién molecular se procedié con la extraccion y cuantificacion de ADN,

ademas de la amplificacion de la regién ITS por PCR convencional.

Extraccion de ADN

Se procedio con el protocolo propuesto por Flores (2021) con modificaciones
establecidas por Chiriboga Segovia (2023).

A partir del crecimiento de los hongos en medio PDA, se tomé aproximadamente entre
50-100 mg de micelio y se colocé en un microtubo de 2 mL. Se anadieron tres perlas de vidrio,
500 pL de buffer de extraccion (Tris HCI 100 Mm (Invitrogen), EDTA 20 mM (JT. Baker), CTAB
2,5% w/v, NaCl 1.4 M (EMSURE), pH 8) y 2 uL de B-mercaptoetanol, posteriormente, se
sometié a maceracion con un pistilo, hasta lograr la homogenizacién de la muestra. Se agregé
la disrupcién mecanica vigorosa usando un vortex (DLAB) durante 30 segundos para lograr una
mejor maceracion.

Se incubd en un termo bloque (LABNET) a 60°C por 30 minutos, invirtiendo los tubos
generosamente en lapsos de 10 minutos. Se afnadi6 500 L de cloroformo frio y se homogenizo
con vortex, se dejo reposar por 2 minutos y se centrifugé a 14700g por 8 minutos, esto para la
separacion de fases.

El sobrenadante se transfirié a un nuevo microtubo de 1,5mL y se agreg6 un volumen
igual de etanol absoluto frio, ademas de 150 L de acetato de sodio 3M y 300 uL de etanol
70%, para lograr la precipitacion del ADN. Se dej6 reposar durante toda la noche a -20°C.

Al dia siguiente, se centrifugd a 147009 por 17 minutos, obteniendo al fondo del tubo el
pellet que contiene el ADN. Se descarta el sobrenadante y utilizando una micropipeta de 1000

uL se realizan dos lavados con etanol 70% y un tercer lavado con etanol al 96%.
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Se dejo secar las muestras con el flujo de aire de la camara por un tiempo de 30
minutos, hasta que ya no se observaran gotas de etanol en el tubo.

Finalmente, se resuspendio el pellet con 100 L de una solucién de agua ultrapura con
NaOH 8mM y 1 uL de RNasa. Se llevé a incubacion por 30 minutos a 37°C y se almacenaron a

-20°C.

Determinacion de la cantidad y calidad de ADN

Se cuantificé el ADN fresco, en un equipo de espectrofotometria (THERMO
ELECTRON).

En un microtubo de 0.2 mL se prepard una dilucion 1:4 de ADN (20 uL de ADN con 60
uL de agua destilada ultrapura (Invitrogen)), se transfirié la dilucién en su totalidad a una celda
de microvolumen del espectrofotometro y se midio la absorbancia a longitudes de onda: 260nm
(A260), 280 nm (A2s0) y 230 nm (A230). Con los datos generados, se calculé la concentracion de
ADN de la muestra (Ecuacion 1), considerando que una unidad de A2s0=50 pug/mL para ADN de

doble cadena, y que el factor de dilucién FD,py = 4.

Donde:

_ . . ug ng
* [ADN](g/m1) = Concentracion de la muestra de ADN en — 0

e A,¢0 = Valor de absorbancia de la muestra de ADN a 260 nm

e FD,py = Factor de dilucién de la muestra de ADN = 4
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e Vrp = Volumen total de la dilucién

e V,pn = Volumen de la muestra de ADN

VTD

u
[ADN](ug/m1) = Az60 X 50 g/mL X Vion

Para estimar la pureza del ADN, se calcul6 las relaciones Azeo/Azso Y Azeo/Az30. Cuando
la relacion de absorbancia Azso/Azso S€ encuentra entre 1.8-2.0 se considera un ADN de pureza
Optima, cuando Azeo/Azs0 > 1.6 se considera un ADN de pureza aceptable, mientras que si
Azeso/Azs0 < 1.6 se entiende como una posible contaminacion con proteinas, compuestos
aromaticos o fenoles. Ademas, si la relacion Azeo/Azso > 2.1 directamente es por la presencia de
ARN (ADN, 2020).

Cuando la relacion de absorbancia Azso/A230 Se encuentra entre 2.0-2.2 se considera un
ADN de pureza éptima, cuando Azeo/A230 > 1.8 el ADN se encuentra en una pureza aceptable,
mientras que Azso/Azzo < 1.8 posiblemente el ADN esta contaminado con sales, carbohidratos y
fenoles, por Ultimo si Azso/A230 < 1.5 es seguro que el ADN esta altamente contaminado

(Cornejo Romero et al., 2014).

Integridad de ADN

Para determinar la integridad del ADN se utilizé el protocolo estandarizado de
(Chiriboga Segovia, 2023). Para un gel de 0,7%, se peso6 0,42 g de agarosa ultrapura
(Invitrogen) y se disolvié en 60 mL de TBE 1X (108 g Tris (Invitrogen), 55 g Acido Bérico (AMP),
40 mL EDTA 0,5 M, pH 8 (JT. Baker)). Se llevé al microondas hasta su ebullicion y se dejo
enfriar hasta los 50°C, se afiadié 4 uL de colorante de acidos nucleicos (PROMEGA
Diamond™) y se dejé que gelificara el gel. En cada pocillo se deposité 5 L de ADN, 2 pL de

Blue Juice 0.03% y 3 pL de agua destilada ultrapura. La electroforesis se realizd a 90 V por 60
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min. Transcurrido el tiempo, se observé el gel de agarosa en el transiluminador (ALPHA

INNOTECH) y se registraron los resultados.

Amplificaciéon por PCR convencional

Se realizo la amplificacion de la regién ITS de 41 muestras de ADN, mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se emplearon los primers ITS1 e ITS4 (White et
al., 1990), que se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2

Primers empleados para amplificar la region ITS

Primer Secuencia Tamaiio amplificado (pb)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 600
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 600

Nota. pb=pares de bases. Recuperado de: (White et al., 1990).

Para cada reaccion de PCR se utilizé un volumen final de 25 yL como se detalla en la
Tabla 3, utilizando la Tag ADN Polimerasa Platinum™ (Invitrogen).
Tabla 3

Master mix de reaccion para un volumen de 25 uL

Volumen por

Reactivo Concentracion inicial Concentracion final s
reaccion (1X)
PCR Buffer sin Mg** 10X 1X 2,5uL
dNTP’s mixture 10mM 0,2 mM 0,5puL
MgCl, 50 mM 1,5mM 3 pL
Primer forward (ITS1) 10 um 0,2 uM 0,5 uL
Primer reverse (ITS4) 10 uMm 0,2 uM 0,5 uL
Platinum™ Taq 5U/ uL 1U 0,1 uL
Agua ultrapura - - 19,15 uL
Template DNA - <250 ug 1pL

Nota. dNTP’s= desoxinucleétido trifosfato.

La PCR se realiz6 en un termociclador (TECHNE-TC-412), las condiciones se
establecieron en funcion de la temperatura éptima de la Taq polimerasa y los primers, asi como
de ajustes a la temperatura para evitar bandas inespecificas, el programa estandarizado se

detalla en la Tabla 4.



41

Tabla 4

Condiciones de la PCR

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desna.'clJ.rz.aI|zaC|on 95 °C 3 min 1
inicial
Desnaturalizacion 95 °C 30s 34
Hibridacién 55°C 30s 34
Extension 72°C 60s 34
Extension final 72°C 3 min 1

Recuperado de: (White et al., 1990).

Electroforesis del producto amplificado

La amplificacién de la region ITS se comprobd con una electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 2 % con TBE 1X y afiadiendo 4 pL del tinte de acidos nucleicos (PROMEGA
Diamond™). En cada pocillo se depositdé 5 uL del amplicén, 2 uL de Blue Juice y 3 yL de agua
ultrapura. Para el marcador se utilizé 2 yL del marcador Tracklt™ 100 bp DNA Ladder
(Invitrogen) de 100 pb, buffer de carga Tracklt™ Cyan/Orange Loading Buffer (Invitrogen) y 6
WL de agua ultrapura, para determinar el tamano de los amplicones. La electroforesis se corrid
a 90 V por 1 hora. El gel de agarosa se observo en el transiluminador (ALPHA INNOTECH) y
se documento los resultados.
Secuenciacién

Se envid 10 L del producto de PCR de cada muestra procesada al Laboratorio de
Investigacion de la Universidad de las Américas (UDLA), ahi realizaron la purificacion

enzimatica y secuenciacién por el método Sanger de las dos hebras del fragmento de ADN.

Analisis bioinformatico
Una vez recibidos los resultados se realizé su andlisis (Figura 6), empleando programas

de cédigo abierto, como Pregap4 y Gap4. Para obtener una secuencia de identificacion, se
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llevé a cabo el ensamblaje y limpieza de los nucleétidos en relacion al electroferograma de la
secuenciacion con los primers utilizados.
Figura 6

Electroferograma de una secuenciacion con ITS4

¥ e 150 TSRS ST Q5 ep [
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Nota. El electroferograma muestra el orden de bases nucleotidicas de una muestra de ADN,
donde la altura y ubicacién de los picos indican la presencia y posicién de cada nucleétido en la
secuencia.

Se utilizé Standen Package de Pregap para ensamblar las secuencias forward (ITS1) y
reverse (ITS4), luego con el programa Gap4 se limpiaron las secuencias consenso (Figura 7),
eliminando inconsistencias como bases incorrectas 0 ambiguas, que aparecen por el proceso
de secuenciacion.

Figura 7

Limpieza de ruido de la secuencia consenso
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Nota. El fragmento en gris representa la eliminacion de ruido de la secuencia consenso.



43

Identificacion de hongos filamentosos

Con las secuencias consenso obtenidas del analisis bioinformatico, se procedio a la
comparacion con la base de datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI-
GenBank), usando la herramienta bioinformatica Targeted Loci Nucleotide BLAST, y asociar e
identificar secuencias similares. Para la identificacion del hongo filamentoso, se reporto la
longitud en pares de bases, el nombre de la especie, el porcentaje de identidad y el numero de
accesion, para respaldar el analisis.

Analisis de diversidad

Para el presente estudio se realizé un analisis sobre la diversidad del sector de
Floricultura, estableciendo parametros de riqueza y abundancia, para lo cual se determind el
estimador no paramétrico Chao 1 (Scha01). |2 @abundancia relativa (2,), el indice de diversidad
de Shannon (H") y el de Simpson (D), el indice de dominancia de Simpson (ademas del indice

de Margalef (D) y el indice de Pielou (J').

Para estimar estos parametros se tomo ciertas consideraciones, la primera es que el
valor de una especie en la medida de diversidad, se determina Unicamente por su abundancia
relativa en el area de interés, la segunda es que todos los individuos son iguales en principio,
pero a lo largo de la practica el estudio tiende a ser selectivo, y tercero se asume que la
abundancia presente de las especies en la regidn, se ha registrado utilizando unidades
apropiadas y comparables, como el numero de individuos (Magurran, 2004).

Ademas, se recalca que el concepto de individuo es establecido por el investigador, en
este caso se tomd como individuo a cada hongo puro obtenido, al igual que lo contemplan en el
estudio de setas (Unterseher et al., 2008).

Analisis filogenético
Para conocer mas de los hongos identificados, se construy6 un arbol filogenético,

utilizando el programa MEGA X, para ello se realiz6 un alineamiento de las secuencias
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consenso. La evolucion entre especies se determind mediante el método de Maxima
verosimilitud, con un Bootstrap de 500 iteraciones, para una evaluacion de calidad.
Cepario

La identificaciéon de hongos, tiene un valor invaluable para futuros estudios, y con la
finalidad de conservarlos a largo plazo, se tomé como guia el protocolo de Rugeles Barandica
et al. (2021).

A partir de cada hongo purificado se saco de 5 a 7 discos de agar, con la ayuda de un
sacabocados estéril y se guardaron en un vial criogénico de 2 mL. En cada vial, se adicioné la
solucién de trabajo compuesta por glicerol 10% y peptona 0,1%, hasta cubrir los discos en su
totalidad, luego se llevo a refrigeracion durante 20 minutos y se almacenaron en criocajas a

— 80°C en un ultracongelador (SANYO).
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Capitulo IV: Resultados

Identificacion morfolégica y molecular de las especies de hongos filamentosos

recolectados en los suelos del sector de Floricultura

Plan de muestreo

De las 50 trampas microbianas que se colocaron en campo, se recupero 47. Las 3 no
recuperadas corresponden a las subparcelas 44, 46 y 97, cuya informacion se perdio por
actividades agricolas como arado y pastoreo, que habian realizado en el sector.

De las 47 trampas recuperadas, 2 fueron desechadas debido a la presencia de moscas
y gusanos en su interior, pertenecientes a las subparcelas 88 y 45, respectivamente.

Ademas, durante la siembra de cultivos primarios, se eliminaron 2 placas de medio PDA
que presentaron crecimiento bacteriano, debido a una alta humedad que habian presentado las
trampas microbianas de las subparcelas 18 y 76.

Finalmente, al analizar las 43 trampas microbianas validas, se determin6 una

efectividad del 86% de subparcelas muestreadas.

Aislamiento de hongos filamentosos

De cada trampa microbiana valida se obtuvo un cultivo primario, con lo cual se obtuvo
un total de 62 hongos filamentosos aislados. En la Tabla 5 se detallan el ID de subparcela
muestreada, la ubicacion de las trampas microbianas colocadas en campo con sus
coordenadas geograficas, el numero de hongos aislados y el cédigo asignado a cada

aislamiento.



Tabla 5

Descripcion de los aislamientos realizados a partir de los cultivos primarios

N° de
ID Coordenadas . .
g hongos Cddigo asignado
Subparcela geograficas .
aislados
o ] n o ] " P01'H1'C3
PO1 0°23'05"S 78°25'04"W 2 PO1-H2-C4
o (] " o [] "w P03'H1'C7
P03 0°23'07"S 78°25'03"W 2 P0O3-H2-C6
P06-H1-C5
o (] " o [] "w P06'H2'C6
P06 0°23'13"S 78°25'02"W 4 P06-H3-C8
P06-H4-C2
P10-H1-C7
o (] " o [] "w P1 O'HZ'C6
P10 0°23'09"S 78°25'03"W 4 P10-H3-C8
P10-H4-C1
P13-H1-C7
o ] n o 1) "w P1 3-H2-C7
P13 0°23'06"S 78°25'03"W 4 P13-H3-C8
P13-H4-CA1
o (] " o ] "w P1 6'H2'C1
P16 0°23'05"S 78°25'02"W 2 P16-H3-C1
por bacterias
o ] n o ) "w P1 9_H1-C1
P19 0°23'07"S 78°25'02"W 2 P19-H2-C7
o (] " o [] "w P23'H1'C7
P23 0°23'11"S 78°25'02"W 2 P23-H2-C8
P24 0°23'12"S 78°25'02"W 1 P24-H1-C6
o (] " o [] "w P25'H1'C9
P25 0°23'13"S 78°25'02"W 2 P25-H2-C6
P27 0°23'15"S 78°25'02"W 1 P27-H1-C8
o ] n o ) "w P28_H1-CS
P28 0°23'16"S 78°25'01"W 2 P28-H2-C8
P33 0°23'12"S 78°25'01"W 0 -
o [} " o [] (1] P34'H1'C8
P34 0°23'11"S 78°25'00"W 2 P34-H2-C7
P38 0°23'07"S 78°25'01"W 1 P38-H1-C8
P40 0°23'08"S 78°25'00"W 0 -
o [} " o [] " P41'H1'C4
P41 0°23'09"S 78°25'00"W 2 P41-H2-C5
P42 0°23'09"S 78°25'00"W 0 -
P44 0°23'11"S 78°25'00"W ; Perdida en
campo
con gusanos
P46 0°23'14"S 78°25'00"W - Perdida en

campo

46



N° de
ID Coordenadas 1 .
Subparcela geograficas h'ongos Codigo asignado
aislados
P47 0°23'14"S 78°24'59"W 0 -
P50 0°23'17"S 78°25'00"W 1 P50-H1-C1
P51 0°23'19"S 78°24'59"W 0 -
P54 0°23'16"S 78°24'59"W 1 P54-H1-C7
P57 0°23'13"S 78°24'59"W 1 P57-H1-C4
0nniqan o IEQ P58-H1-C7
P58 0°23'13"S 78°24'59"W 2 P58-H2-C9
P59 0°23'12"S 78°24'59"W 1 P59-H1-C6
P61 0°23'10"S 78°24'59"W 1 P61-H1-C3
P65 0°23'13"S 78°24'58"W 1 P65-H1-C1
P66 0°23'14"S 78°24'58"W 1 P66-H1-C9
P67 0°23'15"S 78°24'58"W 1 P67-H1-C8
P69-H1-C1
P69 0°23'17"S 78°24'58"W 3 P69-H2-C8
P69-H3-C8
P71 0°23'19"S 78°24'58"W 1 P71-H1-C2
P76 0°23'21"S 78°24'57"W - Contaminacion
con bacterias
P78-H1-C8
P78 0°23'19"S 78°24'57"W 3 P78-H2-C7
P78-H3-C1
P79 0°23'18"S 78°24'57"W 0 -
P80 0°23'17"S 78°24'57"W 1 P80-H1-C9
VT P~ P82-H1-C8
P82 0°23'15"S 78°24'57"W 2 P82-H2-C6
P83 0°23'14"S 78°24'57"W 1 P83-H1-C6
P84-H1-C4
P84 0°23'17"S 78°24'56"W 3 P84-H2-C3
P84-H3-C3
P86 0°23'19"S 78°24'56"W 1 P86-H1-C6
P87 0°23'20"S 78°24'56"W 0 -
P88  0°2321'S 78°24'56"W - Contaminacion
con moscas
P90 0°23'23"S 78°24'56"W 0 -
P91 0°23'24"S 78°24'56"W 1 P91-H1-C8
P92 0°23'24"S 78°24'56"W 1 P92-H1-C4
0nQInEN o fIEEN P93-H1-C5
P93 0°23'25"S 78°24'55"W 2 P93-H2-C9
0naInqn o AIERM Perdida en
P97 0°23'21"S 78°24'56"W - campo
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* El cédigo asignado consiste de P: ID subparcela, H: hongo aislado, C: cddigo de
color asignado a cada grano de arroz (Ver Tabla 1).

** Fotografias de los cultivos primarios (Ver Anexo A).
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Caracterizacion morfologica

Los aislamientos se clasificaron en funcién de la morfologia similar presente en el
anverso y reverso de la colonia, y de las caracteristicas microscopicas, determinando asi un
ejemplar purificado y representativo. En la Tabla 6, se presentan 36 hongos puros cultivados en
medio PDA, resaltando sus caracteristicas morfolégicas, y en la columna de cepas de hongos
se describe la agrupacion de los 62 hongos aislados.

Tabla 6

Hongos purificados y representativos de los aislamientos

Orden Crecimiento en PDA Caracterizacion Cepas de
Anverso Reverso microscopica hongos

: P06-H1-C5*
P01-H2-C4
P06-H3-C8*

2 P91-H1-C8
P06-H4-C2

3 P10-H1-C7

P10-H2-C6
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Crecimiento en PDA Caracterizacion Cepas de
Orden . .
Reverso microscopica hongos
P T S8 AR I

4 P10-H3-C8*

P10-H4-C1*
5 P57-H1-C4
6 P13-H1-C7*
7 P13-H2-C7*
8 P13-H3-C8*
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Orden Crecimiento en PDA

Caracterizacion
Anverso

Cepas de
microscdpica

hongos

Reverso

P16-H2-C1*

’ P16-H3-C1*

P19-H1-C1*
11

P01-H1-C3
P13-H4-C1
P25-H1-C9

- o P19-H2-CT*

" P23-H1-C7*
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Orden Crecimiento en PDA Caracterizacion Cepas de
Anverso Reverso microscopica hongos
e A LI

. o

14

15 P27-H1-C8*

16 P28-H1-C5*
P28-H2-C8*

17 P03-H2-C6
P03-H1-C7
P78-H2-C7

18 P34-H1-C8
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Orden Crecimiento en PDA Caracterizacion Cepas de
Anverso Reverso microscopica hongos

R
.

»
N

19 P34-H2-C7*
20 P38-H1-C8*
P93-H1-C5
P58-H1-C7*
21 P58-H2-C9
P54-H1-C7
P59-H1-C6*
22 P25-H2-C6
P06-H2-C6
93 P61-H1-C3

P71-H1-C2
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Crecimiento en PDA
Orden
Anverso

Caracterizacion

Cepas de
microscopica

hongos

Reverso

P66-H1-C9*
P24-H1-C6
P41-H1-C4
P41-H2-C5

P67-H1-C8*
P65-H1-C1

P69-H1-C1*

P69-H2-C8*
P50-H1-C1
P82-H1-C8

P69-H3-C8*
P86-H1-C6
P84-H3-C3
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Orden Crecimiento en PDA Caracterizacion Cepas de
Anverso Reverso microscopica hongos

29 P78-H1-C8*
30 P78-H3-C1*
31 P80-H1-C9*
32 P83-H1-C6*

P84-H1-C4*
33 P82-H2-C6
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Orden Crecimiento en PDA Caracterizacion Cepas de
Anverso Reverso microscopica hongos

34 P84-H2-C3*
35 P92-H1-C4*
36 P93-H2-C9*

Nota. Los codigos que contienen un asterisco (*) son las cepas puras de los hongos
representativos.

** Fotografias de los hongos identificados y su caracterizacion (Ver Anexo A).

Caracterizacion molecular

Los 36 hongos puros representativos se eligieron para identificaciéon molecular,
mostrando asi en la Tabla 7, las concentraciones de ADN y relaciones de pureza (A260/280;

A260/230) obtenidos en la extraccién de ADN.



Tabla 7

Resultados de concentracion y pureza de ADN

Muestra Concentracion Pureza Pureza
ug/ mL (A260/A280) (A260/A230)

P06-H1-C5 70.4 1.98 ++ 0.89
P06-H3-C8 83.4 1.63 + 0.86
P10-H1-C7 208.8 1.66 + 0.93
P10-H3-C8 182.6 1.58 0.88
P10-H4-C1 193.2 1.96 ++ 1.04
P13-H1-C7 128.4 1.85 ++ 1

P13-H2-C7 226.6 2.10 ++ 1.21
P13-H3-C8 261.2 1.96 ++ 0.95
P16-H2-C1 81 1.97 ++ 0.87
P16-H3-C1 173.8 1.70 + 0.83
P19-H1-C1 260 2.03 ++ 1.05
P19-H2-C7 85 1.57 0.77
P23-H1-C7 370.6 1.74 + 1.10
P23-H2-C8 78.4 1.82 ++ 0.84
P27-H1-C8 336.0 1.4 0.90
P28-H1-C5 201.2 2.05 ++ 1.24
P28-H2-C8 87.2 1.68 + 0.75
P34-H1-C8 1304 1.80 ++ 0.89
P34-H2-C7 147.6 2.04 ++ 0.84
P38-H1-C8 209.2 1.87 ++ 0.95
P58-H1-C7 79.2 1.86 ++ 0.64
P59-H1-C6 156.8 1.85 ++ 0.90
P61-H1-C3 89.6 2.01 ++ 0.78
P66-H1-C9 334.6 1.44 1.06
P67-H1-C8 321.6 2.00 ++ 1.21
P69-H1-C1 206.4 1.82 ++ 0.88
P69-H2-C8 234.2 1.98 ++ 0.91
P69-H3-C8 133.6 1.85 ++ 0.98
P78-H1-C8 102.2 1.77 + 0.74
P78-H3-C1 236.8 2.17 1.26
P80-H1-C9 234.8 2.05 ++ 1.20
P83-H1-C6 95.6 1.72 + 0.94
P84-H1-C4 203.4 1.95 ++ 0.89
P84-H2-C3 177.2 1.92 ++ 0.59
P92-H1-C4 260.2 2.03 ++ 1.21
P93-H2-C9 223.2 1.84 ++ 0.85

Nota. pg/mL: microgramo/mililitro.
* Los simbolos ++ representa ADN de pureza 6ptima y + ADN de pureza aceptable.

** Fichas técnicas de los hongos identificados morfolégica y molecular (Ver Anexo B).
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El protocolo utilizado permitié obtener ADN gendmico con una concentracion promedio
de 183.5 £ 82.8 ug/ mL.

De acuerdo con la evaluacion de pureza A260/A280 para las muestras de ADN, el
66.7% present6 pureza 6ptima, 19.4% pureza aceptable, 11.1% ADN contaminado con
compuestos aromaticos (principalmente proteinas) y 2.8% contaminado con ARN.

De acuerdo con la evaluacion de pureza A260/A230, el 100% de las muestras
presentan una alta contaminacion con compuestos organicos como sales caotropicas. fenoles o
carbohidratos.

La integridad de las 36 muestras de ADN se evidencio, en gel de agarosa 0,7%. Como
se puede observar en la Figura 8, 9, 10 y 11, respectivamente.

Figura 8

Integridad de la extraccion de ADN

Nota. Electroforesis de la integridad de ADN en gel de agarosa 0,7%. De izquierda a derecha:
(1) Irpex laceratus, (2) Pseudopithomyces palmicola, (3) Trichoderma spirale, (4) Flavocillium
bifurcatum, (5) Clonostachys solani, (6) Fusarium asiaticum, (7) Absidia glauca, (8) Fusarium

culmorum, (9) Fusarium solani, (10) Clarireedia bennettii, (11) Trichoderma atroviride.



58

Figura 9

Integridad de la extraccion de ADN

Nota. Electroforesis de la integridad de ADN en gel de agarosa 0,7%. De izquierda a derecha:
(12) Mucor moelleri, (13) Clonostachys solani, (14) Niesslia mucida, (15) Absidia glauca, (16)
Trichoderma atroviride, (17) Trichoderma gamsii, (18) Trichoderma atroviride, (19) Fusarium
graminearum, (20) Trichoderma hamatum, (21) Trichoderma gamsii.

Figura 10

Integridad de la extraccion de ADN

22 23 24 25 26

Nota. Electroforesis de la integridad de ADN en gel de agarosa 0,7%. De izquierda a derecha:
(22) Minimedusa polyspora, (23) Fusarium equiseti, (24) Mucor hiemalis, (25) Mucor hiemalis,

(26) Mucor irregularis.
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Figura 11

Integridad de la extraccion de ADN

27 28 29 30 31 32 33 34

Nota. Electroforesis de la integridad de ADN en gel de agarosa 0,7%. De izquierda a derecha:
(27) Fusarium oxysporum, (28) Fusarium graminearum, (29) Xylariales sp., (30) Mucor
griseocyanus, (31) Fusarium oxysporum, (32) Epicoccum nigrum, (33) Penicillium camemberti,

(34) Trichoderma harzianum, (35) Trichoderma atroviride, (36) Clonostachys rosea f. catenulata.

Se observo que el 22.3% de las muestras tienen una integridad alta, el 19.4% una integridad
adecuada, el 19.4% un ADN parcialmente degradado y un 38.9% una ADN totalmente

degradado.

La amplificacién de la regién conservada ITS de los 36 aislados puros del sector de
Floricultura, se lograron con éxito utilizando los primers ITS1 e ITS4, para la reaccion en
cadena de la polimerasa convencional.

Se obtuvieron amplicones de entre 500 a 650 pares de bases, como se puede observar

en la Figura 12, 13, 14, 15 y 16 respectivamente.
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Figura 12

Productos de la amplificacion ITS por PCR
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Nota. Electroforesis de la amplificacion por PCR de hongos filamentosos en gel de agarosa 2%
utilizando primers (ITS1/ITS4). De izquierda a derecha: Marcador molecular, (1) Epicoccum
nigrum, (2) Fusarium oxysporum, (3) Irpex laceratus, (4) Pseudopithomyces palmicola, (5)
Trichoderma spirale, (6) Flavocillium bifurcatum, (7) Clonostachys solani, (8) Fusarium asiaticum,

(9) Absidia glauca, C-) control negatico, (C+) control positivo.

Figura 13

Productos de la amplificacion ITS por PCR
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Nota. Electroforesis de la amplificacion por PCR de hongos filamentosos en gel de agarosa 2%
utilizando primers (ITS1/ITS4). De izquierda a derecha: Marcador molecular, (10) Trichoderma

harzianum, (11) Fusarium solani, (12) Mucor griseocyanus, (13) Clonostachys rosea f. catenulata,
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(14) Clarireedia bennettii, (15) Trichoderma atroviride, (16) Fusarium oxysporum, (C-) control
negativo, (C+) control positivo.
Figura 14

Productos de la amplificacion ITS por PCR
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Nota. Electroforesis de la amplificacion por PCR de hongos filamentosos en gel de agarosa 2%
utilizando primers (ITS1/ITS4). De izquierda a derecha: Marcador molecular, (C+) control
positivo, (17) Trichoderma gamsii, (18) Trichoderma atroviride, (19) Trichoderma gamsii, (20)
Trichoderma atroviride, (21) Absidia glauca, (22) Niesslia mucida, (23) Fusarium graminearum,
(24) Minimedusa polyspora, (25) Fusarium culmorum, (26) Mucor hiemalis, (27) Fusarium
graminearum.

Figura 15

Productos de la amplificacion ITS por PCR

Marcaag
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Nota. Electroforesis de la amplificacion por PCR de hongos filamentosos en gel de agarosa 2%
utilizando primers (ITS1/ITS4). De izquierda a derecha: Marcador molecular, (28) Trichoderma
atroviride, (29) Fusarium equiseti, (30) Mucor moelleri, (31) Penicillium camemberti, (C-) control
negativo, (C+) control positivo.

Figura 16

Productos de la amplificacion ITS por PCR
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Nota. Electroforesis de la amplificacion por PCR de hongos filamentosos en gel de agarosa 2%
utilizando primers (ITS1/ITS4). De izquierda a derecha: Marcador molecular, (32) Xylariales sp.,
(33) Clonostachys solani, (34) Mucor hiemalis, (35) Trichoderma hamatum, (36) Mucor
irregularis, (C+) control positivo, (C-) control negativo.

Se observo que el 25% de las muestras tienen una sola banda de producto de la PCR, mientras

que el 75% presenta una banda del producto de PCR y una banda inespecifica.

Identificacion de hongos filamentosos por secuenciacion

Se recibieron 72 secuencias, es decir, 36 secuencias del primer ITS1 y 36 secuencias
del primer 1TS4, con las cuales se logré generar secuencias consenso de alta calidad que
permitieron la identificacion de género y especie para el 97.3% de las muestras enviadas.

En la Tabla 8 se evidencia una la diversidad de especies presentes en el sector de

Floricultura, donde predomina el género Trichoderma, un hongo benéfico en el area agricola.



Tabla 8

Hongos identificados molecularmente

Muestra Longitud Organismo % ldentidad N2 Accesion
P06-H1-C5 568 Clonostachys rosea f. 99.07% NR 1659931
catenulata —_—

P06-H3-C8 637 Mucor griseocyanus 99.50% MH857592.1

P10-H1-C7 611 Trichoderma atroviride 100.00% AF456917.1
P10-H3-C8 608 Trichoderma atroviride 100.00% MH153612.1

P10-H4-C1 611 Trichoderma atroviride 100.00% AF456917.1
P13-H1-C7 592 Niesslia mucida 100.00% MG826939.1
P13-H2-C7 627 Irpex laceratus 98.48% KU535645.1
P13-H3-C8 548 Fusarium equiseti 100.00% MK780235.1
P16-H2-C1 523 Fusarium 100.00% MF497389.2
graminearum —

P16-H3-C1 523 Fusarium 100.00% MF497389.1
graminearum —_

P19-H1-C1 608 Mucor hiemalis 99.35% LC413619.1
P19-H2-C7 538 Fusarium solani 100.00% MK483219.1
P23-H1-C7 719 Minimedusa polyspora 98.31% NR 145335.1
P23-H2-C8 573 Clarireedia bennettii 97.07% NR 157488.1
P27-H1-C8 601 Mucor irreqularis 96.38% ON209714.1
P28-H1-C5 587 Flavocillium 98.92% OK090968.1
bifurcatum —_——

P28-H2-C8 528 Xylariales sp. 98.11% 0OP443871.1
P34-H1-C8 595 Tg’Chqder ma 99.83% MT584872.1
arzianum —_—

P34-H2-C7 613 Trichoderma spirale 98.62% KP009301.1
P38-H1-C8 583 Clonostachys solani 100.00% MW199072.1
P58-H1-C7 608 Trichoderma atroviride 99.65% MH153612.1
P59-H1-C6 591 Penicillium 99.82% MT530220.1
camemberti S

P61-H1-C3 547 Fusarium oxysporum 100.00% MN856310.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_165993.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y7ZMYNYV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH857592.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y7D58W6E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF456917.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y7GNFWM3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH153612.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y7JNJ8CT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF456917.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y7X5J684016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG826939.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y7CFGKJG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU535645.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y6M0D9U5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK780235.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XV3YNSYZ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF497389.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Y7K20H8P013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF497389.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Y7K20H8P013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC413619.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XN85KUCD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK483219.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=Y7F3WF1P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_145335.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y7N0GS6T013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_157488.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y7YXBBXH013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK090968.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Y8EFFAC5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP443871.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XNHFTE67016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT584872.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y7XGHTW501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP009301.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y6XPE5AF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW199072.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y74PS9UZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH153612.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y7SMUUW201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT530220.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XUXHF7JX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN856310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XV3C8A5W013

Muestra Longitud Organismo % Identidad N2 Accesion
P66-H1-C9 601 Trichoderma gamsii 99.82% MK361138.1
P67-H1-C8 619 Trichoderma gamsii 99.82% KX343117.1
P69-H1-C1 563 Absidia glauca 100.00% MG813192.1
P69-H2-C8 590 Absidia glauca 98.81% KU923829.1
P69-H3-C8 644 Mucor hiemalis 99.51% LC413619.1
P78-H1-C8 572 Trichoderma hamatum 99.83% MT348552.1
P78-H3-C1 542 Clonostachys solani 100.00% OM967396.1
P80-H1-C9 516 Epicoccum nigrum 100.00% KU574691.1
P83-H1-C6 600 Mucor moelleri 98.34% MK390491.1
P84-H1-C4 539 Fusarium culmorum 100.00% MH681154.1
P84-H2-C3 545 Fusarium oxysporum 100.00% MNS535091.1
P92-H1-C4 603 P se“:;%’i’;ggy ces 98.44% MT214353.1
P93-H2-C9 527 Fusarium asiaticum 100.00% LC543655.1

Dentro de los 36 hongos identificados molecularmente, se presentaron las especies
Niesslia mucida, Irpex laceratus, Minimedusa polyspora, Clarireedia bennettii, Flavocillium
bifurcatum, Xylariales sp., Penicillium camemberti, Epicoccum nigrum, Pseudopithomyces
palmicola, una séla vez, mientras que se observo la presencia de mas de una especie de los
géneros Clonostachys, Mucor, Trichoderma, Fusarium, y Absidia.

Anadlisis de diversidad
En la Figura 17 se muestra la abundancia del género Trichoderma 32%, seguida de

Mucor 21% con respecto al total, considerados antagonistas y saprofitos, respectivamente.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK361138.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y7H2MH1N013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX343117.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=Y7HJVBZF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG813192.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Y8F7XAKZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU923829.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y79M7M5W013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC413619.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XW4UGAYH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT348552.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XNBP61R6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM967396.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XNGMYPDE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU574691.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y6HN0SCU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK390491.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y7PPCTH501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH681154.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y7BRFB2D013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN535091.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y6KFYARV013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT214353.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=Y8F03Z2M016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC543655.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y7MHFAP5013

Figura 17

Abundancia de acuerdo al género

Emcoccum (LA L X N
Peniallium Absidia f ' Pseudopithomyces

2% 2%

7%

Xylariaies
2%

Flavocilium
7u
Clarireedss
Minimedusa

2%

Irpex

Fusarium
Niessha e
18%

Trichoderma
32%

Nota. El género de Trichoderma presentd mayor numero de individuos, mientras que los
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géneros Niesslia, Irpex, Minimedusa, Clarireedia, Flavocillium, Xylariales, Penicillium, Absidia,

Epicocum y Pseudopithomyces, presentaron un solo individuo (2%)

En la Tabla 9 se muestran los individuos de cada especie identificada molecularmente,

con su respectiva abundancia relativa y clasificados segun el rol ecolégico que tienen en el

ecosistema
Tabla 9

Abundancia relativa de las especies identificadas

# Abundancia

Especie individuos relativa (P,) Categoria
Clonostachys rosea f. catenulata 2 0,032 Antagonista
Mucor griseocyanus 3 0,048 Saprofito
Trichoderma atroviride 8 0,129 Antagonista
Niesslia mucida 1 0,016 Saprofito
Irpex laceratus 1 0,016 Saprdfito
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# Abundancia

Especie individuos relativa (P,) Categoria
Fusarium equiseti 1 0,016 Fitopatdgeno
Fusarium graminearum 2 0,032 Fitopatogeno
Fusarium solani 1 0,016 Fitopatégeno
Minimedusa polyspora 1 0,016 Antagonista
Clarireedia bennettii 1 0,016 Fitopatégeno
Mucor irreqularis 1 0,016 Saprofito
Flavocillium bifurcatum 1 0,016 Saprdfito
Xylariales sp. 4 0,065 Saprofito
Trichoderma harzianum 2 0,032 Antagonista
Trichoderma spirale 1 0,016 Antagonista
Clonostachys solani 3 0,048 Antagonista
Penicillium camemberti 3 0,048 Antagonista y
saprofito
Fusarium oxysporum 3 0,048 Fitopatogeno
Trichoderma gamsii 6 0,097 Antagonista
Absidia glauca 3 0,048 Saprofito
Mucor hiemalis 7 0,113 Saprofito
Trichoderma hamatum 1 0,016 Antagop|§ta y
saprofito
Epicoccum nigrum 1 0,016 Antagopl_sta y
saprofito
Mucor moelleri 1 0,016 Saprdfito
Fusarium culmorum 2 0,032 Fitopatégeno
Pseudopithomyces palmicola 1 0,016 Antagonista
Fusarium asiaticum 1 0,016 Fitopatégeno

Ademas, de la abundancia obtenida, se presentan en la Tabla 10, diferentes parametros
con los que se evalué la riqueza y diversidad del sector de Floricultura.
Tabla 10

Estimadores de riqueza y abundancia

Estimadores de diversidad Resultado
Estimador no paramétrico Chao 1 52
indice de diversidad Shannon (H’) 3.021

indice de Margaleft (Dwg) 6.399
indice de diversidad de Simpson (D’) 0.938
indice de dominancia de Simpson (D) 0.062

indice de equidad de Pielou (J’) 0.916
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Analisis filogenético

Los resultados obtenidos de secuenciacion permitieron la construccion de un
cladograma (Figura 18), para emparentar las especies encontradas en el sector de Floricultura.
Figura 18

Arbol filogenético de las especies identificadas molecularmente
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Se observo una buena clasificacion de las especies Trichoderma, Fusarium 'y Mucor,
bajo las condiciones de analisis, porque se evidencia el agrupamiento de cada especie en su
correspondiente género y orden. Mientras, que las especies que se presentaron una vez, se
muestran en una rama individual.

Cepario

El cepario se establecio a partir de los hongos identificados molecularmente, sus

caracteristicas morfolégicas se detallan en fichas técnicas (Anexo B) y su registro (Anexo C)

como informaciéon complementaria.
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Capitulo V: Discusion

En microbiologia existen varios métodos para el aislamiento de hongos del suelo, dentro
de los que se mencionan la dilucion en placa, lavado de suelo, siembra directa del suelo, cultivo
liquido y trampas microbianas con sustratos. Segun los estudios de Ghosh et al. (2017) Ortiz
Paucay (2016) Arias (2008) y , la técnica de dilucion en placa permite obtener un mayor
numero de aislamientos, identificados como los hongos mas comunes presentes en el suelo,
esto estadisticamente permite obtener un estimativo de la poblacién viable y cultivable.
Mientras que el estudio de Medina-Saavedra et al. (2016) resalta la necesidad de comprender
las circunstancias en la que los microorganismos prosperan, para permitirse realizar su
aislamiento del suelo, con una alta eficiencia. La principal técnica utilizada bajo estos términos
son las trampas microbianas a base de sustratos, tales como el arroz, fibras de coco y
melazas. Se fundamenta en que el hongo puede utilizar como fuente de carbono la glucosa y
compuestos de carbono organico complejos como el almidén y la celulosa.

La trampa de arroz y la dilucidn en placa, son las técnicas que presentan mejores
resultados, sin embargo, el objetivo del estudio determina el método de aislamiento. Es asi
como la trampa de arroz se usa mas para estudios de diversidad, porque permite aislar una
mayor variedad de hongos basandose en sus caracteristicas morfoldgicas y poder obtener
organismos que rara vez aparecen, mientras que la dilucion en placa permite estimar la
poblacion viable y cultivable, logrando la obtencion de un cultivo 100% puro, de manera mas
rapida y sencilla, algo que con las trampas microbianas es dificil de lograr en corto tiempo. Por
ese motivo, para este estudio se utilizaron trampas microbianas de arroz, ademas porque es
una técnica facil de usar, preparar y accesible para estudios de campo.

El suelo esta compuesto por un equilibrio adecuado entre nutrientes, minerales, materia
organica, agua, aire y luz, que permiten el crecimiento de varios organismos vivos como

lombrices, insectos y microorganismos, estos ultimos estan sujetos a cambios de acuerdo a
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factores biéticos y abidticos (Ghosh et al., 2017). Los hongos filamentosos crecen en un rango
de temperatura 6ptima entre los 20 y 30°C, en condiciones de alta humedad para ciertas
especies, buena aireacion y luz solar, todo propicio para la formacion del micelio y sus esporas
(Tang et al., 2015), mientras que las bacterias crecen en ambientes de alta humedad pero baja
ventilacion como lo menciona (Qiu et al., 2022). Algunas trampas microbianas de arroz
presentaron baja presencia de hongos y una alta humedad, aunque se realizé la siembra de los
granos de arroz se observé el crecimiento de bacterias, y esto es porque las bacterias al ser
organismos unicelulares tienen la capacidad de reproducirse mas rapido en estas
circunstancias, reflejando una ventaja competitiva sobre los hongos (Betancor et al., 2008).

La morfologia de los hongos esta influenciada principalmente por el ambiente en el que
crecen, la edad de la colonia y la técnica de cultivo, factores que no permiten discernir entre
dos aislamientos morfolégicamente similares, siendo realmente especies distintas. Sin
embargo, es necesaria una clasificacion morfoloégica dependiendo del nivel del estudio y sus
motivaciones. Alsohaili & Bani-Hasan (2018) recalcan que una identificacion morfologica
siempre consta de las caracteristicas macroscopicas como microscopicas, y que con la
experiencia necesaria se lograria una clasificacion a nivel de familia o hasta género, pero no
hasta especie, la cual requiere de un analisis molecular. En este contexto, para el estudio se
realizo la clasificacion de los 62 aislamientos, en 36 hongos puros representativos, tomando
como referencia la similitud macro y microscopica.

El factor determinante para el interés de identificar el hongo molecularmente, es la
aplicacion que se le puede dar en funcién a las propiedades que posee, tales como la
obtencion de enzimas y metabolitos secundarios a partir del exudado, producciéon masiva de
bioproductos como controladores de fitopatdgenos, asi como obtencidon de descomponedores
de residuos industriales, fermentadores de alimentos, y hasta su uso como biofabricas para la
sintesis de productos quimicos. Estos motivos han promovido el estudio de hongos

filamentosos desde hace mucho tiempo, asi lo describe el estudio de Raja et al. (2017), donde
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menciona que durante los afos 2000 y 2015, la Journal of Natural Products publico 37
articulos sobre los productos naturales obtenidos a partir de hongos, revelando que 31% de
esos estudios reportaron una identificacién basada sélo en la morfologia, 28% no identificaron
el hongo, el 27% identificaron sélo molecularmente y el 14% reporté los aspectos morfolégicos
y moleculares de los hongos a los que se extrajo metabolitos secundarios. Se comprende que
un mayor reporte de la identificacion soélo se hizo morfolégica, y en menor proporciéon
morfologica y molecularmente, sin embargo, actualmente los porcentajes han cambiado porque
el analisis molecular se convirtid en una herramienta comun en la investigacién de hongos,
debido a su precision y rapidez en la identificacion de especies, es por este motivo que el
estudio presenta tanto resultados morfolégicos como moleculares para una mayor exactitud en
la identificacion de hongos filamentosos.

La identificacion molecular inicia con el protocolo de extraccion de ADN, en el estudio
realizado se analizé la calidad del ADN con dos parametros de pureza, el uno identificado como
rango A260/280 del cual se obtuvieron resultados aceptables de pureza; mientras que en el
otro rango A260/A230 no se obtuvieron resultados aceptables. Cornejo Romero et al. (2014)
menciona que existen varios factores por los que los parametros de pureza no son aceptables
en extracciones convencionales, entre ellos esta la cantidad de muestra que se emplea y los
reactivos utilizados para el rompimiento de células, tales como fenol, cloroformo o alcohol
isoamilico, estos componentes influyen en la obtenciéon de ADN debido a que se puede lograr
una mayor concentracion de ADN extraido, con la misma cantidad de impurezas en la muestra.
Estas impurezas no permiten la amplificacion de regiones de interés del ADN, asi lo confirma
Rios-Sanchez et al. (2016), donde compara diferentes métodos de extraccion entre ellos la
utilizacion de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, no permitié analisis moleculares, pero fue uno
de los métodos que presentd mejor concentracién de ADN extraido. Un punto clave para la
amplificacién de ADN fue obtener mayor concentracion, para realizar diluciones del ADN y asi

no inhibir la PCR, una técnica que igual lo aplican Herrera Sandoval & Lopera Mesa (2020). Por



72

otro lado, se refleja una mayor proporcion de ADN degradado, esto evidenciado en el analisis
de integridad, principalmente por la baja calidad presentada por el factor de pureza A260/A230,
sin embargo, se pudo obtener la amplificaciéon de las muestras de ADN, por la eficiencia y
sensibilidad de la técnica de PCR, debido a que en teoria y ahora practicamente se evidencié
que es suficiente una sola copia intacta de ADN para la PCR (Cornejo Romero et al., 2014).

Los productos de PCR presentaron bandas entre los 500 a 650 pb aproximadamente,
similares tamanos presenta el estudio de Garzén Grajales (2013) con la misma regién de ITS
analizada, donde resalta que las especies del género Mucor presentan un tamafo de entre 599
a 630 pb. Ademas, el estudio de Hernandez et al. (2013) obtuvo fragmentos de
aproximadamente 500 pb para diferentes especies de Trichoderma, mientras que Espinoza-
Ahumada et al. (2019) tuvo el mismo tamano para fragmentos de Fusarium, similares a los que
se observaron en el gel de electroforesis.

Con la secuenciacion se identificaron 27 especies de hongos filamentosos, dentro de
los que se destacan los géneros de Trichoderma, Mucor, Fusarium y Clonostachys. La
identificacion tomé como referencia los resultados de secuenciacion, ademas de la morfologia
macroscopica y microscopica, y asi relacionar los hongos aislados con una especie. Sin
embargo, los resultados de secuenciacién relacionaban varias especies debido a su intima
relacion, por ejemplo, la identificacion de Penicillium camemberti estaba sujeta a ser también
identificada como Penicillium sp., por lo que se recurrié a bibliografia para su identificacion, en
este caso a base de microscopia. Bockelmann (1996) hace una diferencia entre el tamafo de
conididsporas que crecen en un medio semisélido y un medio liquido, evidenciando esporas de
mayor tamano de entre 12-14 um, rango en el que se obtuvo la medida de la conidiéspora de
P. camemberti al obtener la muestra a partir del medio liquido en el que crecia. Otro caso es la
especie Mucor griseocyanus que emparentaba mas cercanamente con Mucor circinelloides, sin
embargo, con el estudio de Wagner (2020), se pudo identificarlo al comparar medidas de

esporangios, columelas y esporangiosporas con los observados en microscopia. Ademas, el
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género Trichoderma tiene sus especies muy emparentadas, que no se pueden diferenciar
facilmente por métodos morfolégicos, por lo que se hacen analisis moleculares, sin embargo, a
pesar de eso la region comunmente utilizada ITS presenta limitaciones y no permite discernir
con rapidez y precisién las especies de este género, por lo que se busca utilizar otras regiones
para identificacion, como el gen del factor de elongacion de la traduccion (TEF1-a) que emplea
el estudio de Umafia-Castro et al. (2019), porque menciona que las especies de Trichoderma
forma complejos entre ellas, por lo que aumenta la importancia de ser correctamente
identificados. Otro marcador que se puede utilizar es la TUB (B-tubulina), asi lo demuestra
Wang et al. (2023) donde tomaron varias especies identificadas como Clonostachys spp. y con
ese marcador lograron describir y diferenciar a dos especies. Ademas, Kapeua-Ndacnou et al.
(2023) también identifican especies del género Clonostachys con ese marcador, y eso les
permitié asignar su potencial aplicacion, por ejemplo para el control de la roya del café.

Mediante la secuenciacion se identificd una mayor prevalencia de individuos
pertenecientes al género Trichoderma y a la vez que se identificd la presencia de mas especies
de Fusarium, asi lo demuestra el estudio de Diaz Alulema (2016), donde analiza suelos con
presencia de éste patdgeno en los cultivos de flores y utiliza eficazmente Trichoderma para
reducir su incidencia, en este contexto se puede determinar que aunque estén presentes
ambos géneros, siempre habra una mayor presencia de Trichoderma por ser un hongo
beneficiosos que es capaza de competir con patégenos como Fusarium, asi lo confirma el
estudio de Ochoa Cabrera (2017).

Los indices de diversidad generan informacion sobre la estructura de un ecosistema, es
asi como el estimador no paramétrico Chao 1 reporta 52 especies esperadas observar en el
sector, lo que refleja una relativa riqueza total del sector, sin embargo, en este estudio se
reportaron 27 especies identificadas morfolégica como molecularmente. Este parametro lleva a
determinar que se puede considerar otros métodos de muestreo para analisis de especies con

menor prevalencia en el suelo. Por otro lado, los indices como el valor de 3.021 del indice de
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Shannon es relativamente alto y sugiere que el sector de Floricultura, tiene una gran cantidad
de especies diferentes, a la vez de que la distribucion de individuos entre esas especies es
uniforme, lo que se confirmo con el calculo de Pielou 0.916. El estudio de Luna-Guevara (2012)
comparte estos parametros y sugiere, que valores altos de H’y Chao1 estan correlacionados
positivamente con la cantidad de materia organica en el suelo y por ende a la riqueza de
microorganismos, porque el suelo tiene las condiciones adecuadas para mantenerse fértil y
productivo. Ademas, se puede relacionar el uso de indices de diversidad y equidad, con el
estudio de Samaniego-Gaxiola & Chew-Madinaveitia (2007), que de acuerdo a sus resultados
presentaron una diversidad moderada (H’=1,89; D’'=0,22), porque de acuerdo al indice de
Pielou (J'=0,62) existen especies con abundancia dominante, como el género Fusarium, y su
presencia se determind por actividades agricolas que se llevaron a cabo en los ultimos 50
afos, en esa area.

El analisis filogenético resulté en la agrupacion de especies de acuerdo a su orden,
destacando que los géneros Trichoderma y Fusarium se presentan cercanos al pertenecer al
orden Hypocreales, también se destaca las especies del género Mucor que se emparentan con
el género Absidia, porque los dos pertenecen al orden de Mucorales. Asi lo confirma el estudio
de Pernia et al. (2012) donde se recalca la incidencia de estos géneros por ser mayormente
reportados, y esquematiza los hongos con sus ordenes. A diferencia de esos hongos que rara
vez aparecen en los estudios, por una nueva clasificaciéon o por el reciente descubrimiento de
especies, ese es el caso de Flavocillium bifurcatum que se presenta en menor proporcién en el
andlisis filogenético, asi lo demuestra Wang (2020), donde al reconstruir un nuevo marco
filogenético en este caso de la familia Cordycipitaceae, junto con los métodos empleados se
introdujeron dos nuevos géneros y a la vez se identificd nuevas especies, entre ellas F.
bifurcatum.

Por ultimo, la importancia de conservar las especies de hongos filamentosos se basa en

la potencial aplicacion de los hongos como fuente de biorrestauracion, asi se realizan estudios
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como el de Diaz Alulema (2016), quién evalua como los agroquimicos afectan a los hongos
Trichoderma y Fusarium, y hace recomendaciones para poder controlar los efectos negativos
que producen Fusarium, sin inhibir el crecimiento de Trichoderma con el empleo de
agroquimicos amigables con el hongo benéfico y evitar usar agroquimicos que degradan cada
vez mas el suelo.

El rol ecoldgico que tienen algunas especies de hongos, varia en dependencia de su
mecanismo de defensa, asi se puede contemplar que las especies del género Clonostachys,
son hongos antagonistas de Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea, por lo que es ampliamente
usado como controlador biolégico para en el tratamiento de plantas (Flores et al., 2015),
principalmente para evitar la pudricion de raices y tallos, que suelen presentar los cultivos
hidroponicos (Chatterton et al., 2008). A la vez la especie Clonostachys rosea es un excelente
micoparasito de nematodos e insectos, por su capacidad de producir enzimas degradadoras de
la pared celular, en aspectos mas industriales es un interesante componente en la
biodegradacion de residuos plasticos (Sun et al., 2020).

Ademas, de que aquellos hongos cosmopolitas como Trichoderma que generalmente
son antagonistas de varios patégenos como Fusarium, Phytophthora y Rhizoctonia, asi lo
demuestra el estudio (Andrade-Hoyos et al., 2019), donde se evidencio la inhibicion del
crecimiento de patdgenos por Trichoderma. También, se encontraron varios hongos que en el
suelo son saprdfitos, es decir, tiene la funcién de degradar la materia organica, la madera y
mantiener un equilibrio de nutrientes en el suelo, este es el caso de Irpex laceratus (Tian et al.,
2024), Xylariales sp. (Jiménez, 2017), Clarireedia bennettii, Faviocillium bifurcatum, Epicoccum
nigrum, Pseudopithomyces palmicola, Minimedusa polyspora (Pinzari et al., 2014), y las

especies identificadas del género Mucor.
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Capitulo VI

Conclusiones

Del trabajo realizado en el ambito de la caracterizacién, motivo del tema planteado en la
presente tesis, se concluye que el objetivo trasado se ha cumplido con los siguientes
resultados.

En el sector de Floricultura de la Hacienda “El Prado” — IASA |, se realizé un total de 62
aislamientos de hongos, a partir de los cuales se identificaron morfolégica y molecularmente a
27 especies, distribuidas en 14 géneros (Clonostachys, Mucor, Trichoderma, Niesslia, Irpex,
Fusarium, Minimedusa, Clarireedia, Flavocillium, Xylariales, Penicillium, Absidia, Epicoccum,
Pseudopithomyces).

A partir de los parametros utilizados para medir riqueza y abundancia, se determiné que
el sector de Floricultura presenta una alta biodiversidad (Dug= 6.399; D’=0.938) y uniformidad
en la abundancia de las especies (H'= 3.021; J'= 0.916; D= 0.062). Sin embargo, la evaluacion
de riqueza con el estimador no paramétrico Chao 1 (52 especies) y la proporcién de singletons
y doubletons (66.7%), demuestra que la técnica presenta limitaciones para capturar
microorganismos que se encuentran en menor prevalencia en el suelo.

Con las especies identificadas morfo-molecularmente, se establecié un cepario a largo a
plazo, usando crioviales que contienen discos de agar colonizados y una solucion protectante
(glicerol 10% y peptona 0,1%), adicionalmente se registraron las caracteristicas morfolégicas
detalladas en fichas técnicas, que son complemento al cepario.

Con el presente estudio se establecié una linea base de hongos filamentosos
agrupados de acuerdo al rol ecolégico que cumplen; en el sector de Floricultura del total de
individuos aislados: 46.8% son antagonistas, 35.5% saprofitos y 17,7% fitopatdgenos,
informacion preliminar con la que se puede continuar con los procesos y estudios

complementarios para la biorrestauracion.
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Recomendaciones

En relacién a los resultados de identificacién molecular obtenidos, se recomienda la
utilizacion de marcadores moleculares adicionales como la TUB (B-tubulina) y Tef1 (factor de
alargamiento de la traduccién 1 alfa) para una mejor discrepancia entre especies muy
emparentadas, especies hibridas y otras que han evolucionado rapidamente.

Debido a la presencia de hongos no cultivables o de menor prevalencia en el suelo, que
no son capturados por técnicas convencionales de aislamiento, es recomendable la utilizacion
de la secuenciacion masiva, como la secuenciacion de nueva generacion (NGS), que se utiliza
para estudios mas complejos de diversidad.

Emplear como guia base el cepario y la informacion obtenidos para realizar estudios
complementarios, como la competencia interespecifica entre hongos y otras actividades que

permitan la aplicacion en campo
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Apéndice A

Tabla K

Fotografias de los cultivos primarios obtenidos a partir de las trampas microbianas

N.© Cultivos primarios ID
) Anverso Reverso Subparcela
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N.© Cultivos primarios ID
) Anverso Reverso Subparcela
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N.© Cultivos primarios ID
) Anverso Reverso Subparcela
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15 P34
16 P38
17 P40
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N.© Cultivos primarios ID
) Anverso Reverso Subparcela
18 P41
19 P42
20 P47
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21 P50
22 P51
23 P54
24 P57
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) Anverso Reverso Subparcela
25 P58
26 P59
27 P61
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N.°
Anverso Reverso Subparcela

28 P65
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31 P69
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33 P76
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Apéndice B

Tabla L

Fichas técnicas de los hongos identificados morfolégica y molecular

& ESPE
\__J/ UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

INMOVACION PARA LA ENCELENOIA

COLECCION DE HONGOS FILAMENTOSOS )
IASA | - LABORATORIO AGROBIOTECNOLOGIA

Ficha # 1 Fecha: marzo 2024 Especie: Clonostachys rosea f. catenulata
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Cédigo del cepario: R1 Color Centro: Amarillo
anverso
Anverso Medio: —
Anillo: —
Borde: Blanco
Textura Algodonosa X
Polvosa
Aspecto Irregular X
Radiado

Reverso

Altura del micelio | Alfo

Medio X
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular X

Tenue
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Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color Centro: Naranja
reverso

Medio: —

Borde: Blanco

Exudado Si Color: amarillo

Esporulacién | NO | Color: —

Tiempo de esporulacion (dias): —

MICROSCOPIA

Tamaiio promedio de espora: 4.8 um £ 0.2

Las caracteristicas microscopicas de Clonostachys incluyen un micelio septado, conidios

en forma de clavija, conidiéforos ramificados, coloracion variable y la presencia de
alfasclerocios en algunas especies.
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@ESPE

UNWERBIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INMOVACION PARA LA CNCELENMCIA

COLECCION DE HONGOS FILAMENTOSOS ’
IASA | - LABORATORIO AGROBIOTECNOLOGIA

Ficha # 2 Fecha: marzo 2024 Especie: Mucor griseocyanus

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cddigo del cepario: R2 Color Centro: blanco
anverso
Anverso Medio: gris
Anillo: —
Borde: marron
Textura Algodonosa X
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado X
Reverso Altura del micelio | Alto
Medio X
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular X
Tenue
Color Centro: blanco Esporulaciéon NO | Color: —
reverso
Medio: gris Exudado NO
Borde: — Color del exudado: —
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MICROSCOPIA

Tamano promedio de espora: 4.7 ym £ 0.3

Mucor griseocyanus presenta: Hifas septadas y ramificadas, largas y delgadas divididas
por tabiques transversales; los esporangios son estructuras globosas que contienen
esporas. Estan soportados por esporangiéforos, estructuras alargadas que se elevan sobre
el micelio; Las esporas son de forma ovalada y suelen ser de color oscuro. Se producen
en grandes cantidades. En algunas especies se pueden formar zigosporas redondeadas y
gruesas en determinadas condiciones y pueden tener una apariencia distintiva en el

microscopio.
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uNIWRﬂIDAD DE LAS FUERZAS AAMADAS
INMOVACION SARA LA EXCELENMCIA

COLECCION DE HONGOS FILAMENTOSOS ]
IASA | - LABORATORIO AGROBIOTECNOLOGIA

Ficha # 3 Fecha: marzo 2024 | Especie: Trichoderma atroviride
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Cédigo del cepario: R3 Color Centro: Verde oscuro
anverso
Anverso Medio: Verde claro
Anillo: Verde oscuro
Borde: Blanco
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irreqular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
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Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color Centro: —

Esporulaciéon reverso

Medio: Blanco

Borde: —

Exudado | NO | Color: —

Color: verde

Esporulaciéon | Si
polvoso

Tiempo de esporulacién (dias): 2

MICROSCOPIA
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Tamano promedio de espora: 2.9 ym £ 0.3

El Trichoderma atroviride es un hongo filamentoso que forma micelio ramificado y septado;
tiene conidios alargados y fusiformes, dispuestos en cadenas, su coloracién varia de verde
oscuro a negro. El micelio puede ser observado formando una red ramificada. Las hifas

presentan una pared celular delgada y septos. Las ascosporas tienen forma de estructuras

redondeadas y con paredes gruesas.
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Ficha#4 Fecha: marzo 2024 | Especie: Trichoderma atroviride

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cédigo del cepario: R3 Color Centro: Verde oscuro

anverso

Anverso Medio: Amarillo

Anillo: —

Borde: Blanco

Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso - Altura del Alto
) micelio
Medio
//‘
Bajo
|
: Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
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Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color Centro: —

Esporulaciéon reverso

Medio: Blanco

Borde: —

Exudado | NO Color: —

S| Color: verde

Esporulacion
polvoso

Tiempo de esporulacién (dias): 2

MICROSCOPIA
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Tamaio promedio de espora: 2.8 ym £ 0.2

La caracteristicas microscépicas del Trichoderma atroviride son: hongo filamentoso con
micelio ramificado y septado: conidios alargados y fusiformes de coloracion de verde
oscura a negra, dispuestos en cadenas y forma de red ramificada; las hifas presentan una

pared celular delgada y septos; también se pueden observar las ascosporas en el micelio

en forma de estructuras redondeadas y con paredes gruesas.
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Ficha #5 Fecha: marzo 2024 | Especie: Trichoderma atroviride
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Codigo del cepario: R5 Color Centro: Blanco
anverso
Anverso Medio: —
Anillo: —
Borde: Verde
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
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Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color Centro: —
Esporulaciéon reverso
Medio: Blanco
Borde: —
Exudado | NO Color: —

Esporulacion | SI | Color: verde pol

Tiempo de esporulacién (dias): 2

MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 3.7 um £ 0.1

La caracteristicas microscopicas del Trichoderma atroviride son: hongo filamentoso con
micelio ramificado y septado: conidios alargados y fusiformes de coloracion de verde
oscura a negra, dispuestos en cadenas y forma de red ramificada; las hifas presentan una
pared celular delgada y septos; también se pueden observar las ascosporas en el micelio

en forma de estructuras redondeadas y con paredes gruesas.
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Ficha # 6 Fecha: marzo Especie: Niesslia mucida
2024

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cédigo del cepario: R6 Color Centro: —
anverso
Anverso _ Medio: Blanco
Anillo: —
Borde: —
Textura Algodonosa
Liso
Aspecto Irreqular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
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Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color
revers
o

Centro: —

Medio: Durazno

Borde: —

Exudado NO | Color: —

Esporulaciéon | NO | Color: —

Tiempo de esporulacion (dias): —

MICROSCOPIA

20 pm

Tamaio promedio de espora: 3.4 um 1+ 0.4

Algunas caracteristicas microscopicas del Niesslia mucida son: hongo con esporas
hialinas y lisas, ascos pequefios de aproximadamente 3-5 ym de diametro que contienen

8 esporas cada uno; ascosporas verrugosas Y hifas delgadas y septadas.
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Ficha# 7

Fecha: marzo 2024

Especie: Irpex laceratus

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cédigo del cepario: R7 Color Centro: blanco
anverso
Anverso Medio: —
Anillo: —
Borde: —
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: blanco Esporulacién | NO | Color: —
reverso
Medio: — Exudado NO
Borde: — Color del exudado: —
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MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 2.4 um £ 0.4

El hongo Irpex laceratus tiene: hifas hialinas septadas con fibulas; esporas esféricas,
subglobosas, lisas y gutuladas. Presenta conidiéforos laterales que emergen de las hifas y
sostienen las esporas. Las hifas son ramificadas, con paredes delgadas y de coloracion

blanca. Forma una capa gelatinosa en la superficie del sustrato donde crece.
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Ficha# 8

Fecha: marzo 2024

Especie: Fusarium equiseti

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cédigo del cepario: R8 Color Centro: naranja
anverso
Anverso Medio: — Medio: —
Anillo: —
Anillo: —
Borde: blanco
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: rojo Esporulacién | NO | Color: —
reverso
Medio: naranja Exudado NO
Borde: blanco Color del exudado: —
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MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 19.8 ym * 1.4

Las caracteristicas del hongo Fusarium equiseti son: Micelio hialino y septado. Conidios en
forma de banana, a veces curvados, de color amarillo a marrén; conidios unicelulares y
raramente multicelulares formados por verrugas o espinas; tiene fialides que producen
conidios en forma de cadena. Formacion de macroconidios en cabeza terminal con forma
de clava. Fragmentacion de macroconidios en forma de arnés. Presencia de clamidosporas

en cultivos viejos. Pared celular delgada vy lisa.
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Ficha#9

Fecha: marzo 2024

Especie: Fusarium graminearum

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacioén

Cddigo del cepario: R10 Color Centro: Rojo
anverso
Anverso Medio: Rosado
Anillo: —
Borde: Blanco
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: Rojo Esporulaciéon
reverso

Medio: Rosado

Exudado

Borde: Blanco

Color del exudado: Rojo
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MICROSCOPIA

Tamaio promedio de conidioforo: 34.9 pm £ 1

El hongo Fusarium graminearum presenta conidios con forma ligeramente curvada, miden
aproximadamente 10-25 ym de longitud; los conidioforos son simples de aproximadamente
10 a 100 um; sus colores pueden variar desde blanco a rosa y rojo, dependiendo de las

condiciones de crecimiento y la maduracién de las esporas.
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Ficha# 10

Fecha: marzo
2024

Especie: Fusarium graminearum

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacioén

Cddigo del cepario: R10 Color Centro: Rojo
anverso
Anverso Medio: Rojo
Anillo: —
Borde: Blanco
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irreqular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irreqular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: Rojo Esporulacié —
reverso n
Medio: Rosado Exudado Si
Borde: Blanco Color del exudado: Fucsia anillos
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MICROSCOPIA

Tamaiio promedio de espora: 25.1 ym % 6.1

El Fusarium graminearum presenta conidios que tienen forma ligeramente curvada y
miden aproximadamente 10-25 ym de longitud. Los conidiéforos son simples de
aproximadamente 10 a 100 ym. Sus estructuras pueden variar en color, desde blanco a

rosa y rojo, dependiendo de las condiciones de crecimiento y la maduracion de las esporas.




124

@ESPE

UNWERBIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INMOVACION PARA LA CNCELENMCIA

COLECCION DE HONGOS FILAMENTOSOS ’
IASA | - LABORATORIO AGROBIOTECNOLOGIA

Ficha # 11 Fecha: marzo 2024

Especie: Mucor hiemalis

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cdédigo del cepario: R28 Color Centro: amarillo palido
anverso
Anverso Medio: gris
Anillo: -
Borde: gris oscuro
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: amarillo Esporulacié -
reverso n
Medio: Exudado SI
Borde: Color del exudado: amarillo
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MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 5.5 ym £ 0.6

Algunas caracteristicamicroscopicas del Mucor hiemalis son: esporangios grandes y
globosos, de color oscuro, que contienen esporas esféricas; hifas cenociticas y rizoides;
también se observan zigosporas, que se forman a partir de la fusion de gametangios de
diferentes micelios.
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Ficha # 12 Fecha: marzo 2024

Especie: Fusarium solani

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Caédigo del cepario: R12 Color Centro: Blanco
anverso
Anverso Medio: Lila
Anillo: —
Borde: Blanco
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: — Esporulaci —
reverso 6n
Medio: Crema Exudado NO

Borde: —

Color del exudado: —
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MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 6.1 ym £ 0.7

El Fusarium solani presenta: hifas septadas, conidios solitarios en fialides o en cadenas en
las extremidades de picnidas; los conidios son hialinos, fusiformes o elipsoides, con una o
dos células septadas; las picnidas son pequefias y negras; los conidiéforos son generalmente
estructuras simples, lisos y septados, pueden ser rectos o ligeramente curvados; las
clamidosporas son esféricas y multiseptadas; macroconidias hialinas, en forma de hoz,
rectas o ligeramente curvadas, a menudo tienen una célula basal mas amplia y un pico agudo

en la punta.
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Ficha # 13 Fecha: marzo 2024 | Especie: Minimedusa polyspora

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caodigo del cepario: R13 Color Centro: Blanco
anverso
Anverso _ Medio: Rojo
Anillo: Blanco
Borde: Blanco
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
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Esporulaciéon

Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color Centro: Rojo
reverso
Medio: —
Borde: Blanco
Exudado: — NO

Color de esporulacién: Rojo

Tiempo de esporulacién (dias): 2

MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 28.1 ym £ 2.6

Las caracteristicas descritas para M. polyspora: los bulbillos se producen individualmente o

en grupos pequefios, compuestos por 2 o 3 cuerpos cercanos. El micelio se encuentra en el

fondo del crecimiento, y los bulbillos en la parte superior.
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Ficha # 14

Fecha: marzo
2024

Especie: Clarireedia bennettii

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cédigo del cepario: R14 Color Centro: —
anverso
Anverso Medio: Blanco
S —
-~ ~,
S > Anillo: —
4
' A Borde: —
: ‘ Textura Algodonosa
\
\ Polvosa
Aspecto Irreqular
Radiado
Reverso Altura del Alto
FALIRENE ™, micelio
153733 h Medio
Bajo
Irreqular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: Gris Esporulacié -
reverso n
Medio: — Exudado Sl

Borde: Blanco

Color del exudado: Negro
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MICROSCOPIA

Tamaiio promedio de espora: 5.6 um £ 0.4

Clarireedia bennettii es un hongo filamentoso que pertenece al grupo de los hongos
mucorales. Algunas caracteristicas microscopicas son: Hifas no septadas; esporangios en
forma de globo con esporangiosporas en su interior. Este género de hongo es relativamente

nuevo, por lo tanto sus caracteristicas microscépicas y su biologia aun no son completas.
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Ficha# 15

Fecha: marzo 2024

Especie: Mucor irregularis

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cédigo del cepario: R15 Color Centro: blanco
anverso
Anverso Medio: blanco
Anillo: -
Borde: blanco
Textura Algodonosa
8 y Polvosa
%ﬁ > 4 Aspecto Irregular
Radiado
Reverso _ Altura del Alto
) Wlieg micelio Y
Bajo
) Irregular
Tipo de Denso
: crecimiento
Regular
. Tenue
Centro: amatrillo tenue Esporulacién Color:
Color
reverso | Medio: amarillo tenue Exudado
Borde: amarillo tenue Color del exudado:
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MICROSCOPIA

Tamaino promedio de espora: 2.6 ym L 0.3

Mucor irregularis, sus caracteristicas microscépicas entre otras son: Hifas no septadas;
esporangios en forma de globo que contienen esporangiosporas en su interior, estos
esporangios son mas grandes que los de otros hongos mucorales y pueden contener un gran
numero de esporas con una columela sélida bien desarrollada en el centro del esporangio.
El Mucor es bastante diverso y las caracteristicas microscopicas pueden variar entre las
diferentes especies. Por lo tanto, algunas de estas caracteristicas no constan en todas las

especies de Mucor, incluido en mismo Mucor irregularis.
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Ficha # 16

Fecha: marzo 2024

Especie: Flavocillium bifurcatum

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cédigo del cepario: R16 Color Centro: —
anverso
Anverso Medio: blanco
Anillo: —
Borde: —
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
/':;8\‘ micelio
- TAESM '
] Medio
Bajo
’ Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: naranja Esporulacién | NO | Color: —
reverso
Medio: — Exudado NO
Borde: blanco Color del exudado: —
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MICROSCOPIA

Tamaiio promedio de espora: 5.3 um £ 1

El Hongo Flavocillium bifurcatum muestra: estroma carnoso con una rama terminal
bifurcada, partes fértiles solitarias, amarillentas y retorcidas; conidiéforos largos; fialidas
lanceoladas; dos tipos de macroconidias cimbiformes y microconidias de elipsoidales a

reniformes.
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Ficha # 17 Fecha: marzo 2024

Especie: Xylariales sp.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cédigo del cepario: J42 Color Centro: blanco
anverso
Anverso Medio: gris palido
Anillo: —
Borde: —
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
- micelio
@ Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
8-11-8% crecimiento
N Regular
\"
Tenue
Centro: crema Esporulacién | NO | Color: —
Color
reverso | Medio: — Exudado NO
Borde: — Color del exudado: —
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MICROSCOPIA

2t um

Tamaio promedio de espora: 3.7 um £ 0.2

Algunas caracteristicas de los hongos Xylariales son: hifas estériles; conidios cuyo tamafo
puede variar desde unos pocos micrometros a 20-30 um; también puede formar cuerpos

fructiferos.
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Ficha # 18 Fecha: marzo 2024 | Especie: Trichoderma harzianum
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Cédigo del cepario: R18 Color Centro: amarillo
anverso
Anverso Medio: blanco
Anillo: verde
Borde: verde
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
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Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color Centro: translucido

Esporulaciéon reverso

Medio: verde

Borde: verde

Exudado | NO | Color: —

Esporulacion | S| | Color: verde

Tiempo de esporulacion (dias): 2

MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 3.0 um 1+ 0.4

Trichoderma harzianum es un hongo filamentoso cuyas caracteristicas microscépicas
incluyen: Hifas septadas, abundantes conidios pequefios de forma cilindrica o fusiforme en
cadenas ramificadas y de aspecto hialino.
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Ficha # 19 Fecha: marzo 2024 | Especie: Trichoderma spirale
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Cédigo del cepario: R19 Color Centro: crema
anverso
Anverso Medio: blanco
Anillo: —
Borde: —
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
v Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue

140



Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color Centro: naranja

Esporulaciéon reverso

Medio: crema

Borde: —

Exudado Si Color: amarillo

Esporulacion | S| | Color: verde

Tiempo de esporulacion (dias): 2

MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 3.3 um £ 0.2

Trichoderma spirale presenta: hifas septadas, conidios pequefios de forma cilindrica o
fusiforme, y suelen ser hialinos. El micelio puede mostrar una apariencia ramificada en
patrones especificos.
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Ficha # 20 Fecha: marzo 2024 | Especie: Clonostachys solani
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Cédigo del cepario: R20 Color Centro: —
anverso
Anverso ' Medio: blanco
T M3Eegn
S - T T Anillo: —
£
Borde: —
i ) Textura Algodonosa
"\ . Polvosa
Aspecto Irregular
o Radiado
Reverso Altura del Alto
SR micelio
E3- 186 Medio
Bajo
. Irregular
-
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
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Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color
reverso

Centro: naranja

Medio: amarillo

Borde: crema

Exudado

NO | Color: —

Esporulacién | Sl | Color: marrén

Tiempo de esporulacion (dias): 3

MICROSCOPIA

Tamaho promedio de espora: 4.3 ym

To3

Algunas caracteristicas microscopicas del hongo Clonostachys solani son: hifas septadas;

conidios hialinos de forma cilindrica o fusiforme en gran cantidad; conidiéforos ramificados.
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Ficha # 21

Fecha: marzo 2024

Especie: Trichoderma atroviride

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cédigo del cepario: R21 Color Centro: verde
anverso
Anverso Medio: blanco
Anillo: —
Borde: verde
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso . Altura del Alto
/‘ — micelio
Medio
\ .
Bajo
5 ‘ Irregular
|
Tipo de Denso
y crecimiento
y Regular
o Tenue
Color Centro: translucido Esporulacién | Sl | Color: verde
reverso
Medio: — Exudado NO

Borde: blanco

Color del exudado: —
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MICROSCOPIA

~ .\ Q';:. ]
4

145

Tamaino promedio de espora: 3.7 um £ 0.3

El hongo Trichoderma atroviride presenta caracteristicas microscopicas como: hifas
septadas; conidios de forma cilindrica o fusiforme de aspecto hialino en gran cantidad en
cadenas; conidiéforos en forma ramificada, su tamafio puede ser variado, generalmente

en el rango de 3-5 ym de longitud.
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Ficha # 22 Fecha: marzo 2024 | Especie: Penicillium camemberti

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacioén

Caédigo del cepario: R22 Color Centro: —
— anverso
Anverso - MS’(‘,,' Medio: verde
g, _ Fe:
Anillo: —

Borde: blanco

‘ Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso S— Altura del Alto
Yasx micelio
w-o Medio
Bajo
,,\!'
Irreqular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: blanco Esporulaciéon | Sl | Color: verde
reverso polvo
Medio: — Exudado NO

Borde: crema Color del exudado: —
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MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 3.1 um £ 0.2

El Penicillium camemberti presenta caracteristicas microscopicas como: hifas septadas
que se extienden en diferentes direcciones; conidias en gran cantidad; esporas ovales o
elipsoides que miden aproximadamente 3-5 uym de longitud. Los conidiéforos se ramifican
en forma de cepillo, son relativamente largos y delgados, pueden tener un color claro a
grisaceo, dependiendo de las condiciones de crecimiento y la edad de la colonia, y su

superficie puede ser lisa o ligeramente rugosa.
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Ficha # 23

Fecha: marzo 2024

Especie: Fusarium oxysporum

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cédigo del cepario: R34 Color Centro: lila
anverso
Anverso Medio: —
Anillo: —
Borde: blanco
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: rojo Esporulacién | NO | Color: —
reverso
Medio: naranja Exudado SI
Borde: crema Color del exudado: marrén
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MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 5.4 um £ 0.4

Algunas caracteristicas microscépicas de Fusarium oxysporum son: hifas septadas;
conidios en cadenas que pueden ser simples o ramificados, generalmente rectos o
ligeramente curvados en forma de banana o en forma de huevo, suelen tener de 2 a 5

células y el tamafio puede variar, pero generalmente oscilan en el rango de 5 a 25 ym de
longitud.
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Ficha # 24 Fecha: marzo 2024 | Especie: Trichoderma gamsii
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Cédigo del cepario: R25 Color Centro: translucido
anverso
Anverso Medio: puntos blancos
0f-11-23 Anillo: —
Borde: blanco
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso I Altura del Alto
— micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
\\.._...——"// Regu,ar
A Tenue
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Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color Centro: —

Esporulaciéon reverso

Medio: blanco

Borde: —

Exudado | NO | Color: —

Esporulacion | S| | Color: verde

Tiempo de esporulacion (dias): 2

MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 3.5 ym £ 0.3

Algunas caracteristicas microscopicas del Trichoderma gamsii son: hifas delgadas y
ramificadas, con septos, suelen tener un diametro de alrededor de 2-4 um, los conidios
tienen forma ovalada a cilindrica y miden aproximadamente 2-4 um de longitud; los
conidiéforos son ramificados y tienen una longitud variable, generalmente entre 10 y 50
Mm, y son mas gruesos que las hifas.
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Ficha # 25 Fecha: marzo 2024 | Especie: Trichoderma gamsii
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Cédigo del cepario: R25 Color Centro: translucido
anverso
Anverso Medio: —
A~ Mb7R )
& o02-ur- iy \ Anillo: —
A Borde: blanco
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
P e i micelio
‘\ Medio
Bajo
Q Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
\ J Regular
\\\J//
Tenue
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Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color Centro: translucido

Esporulaciéon reverso

Medio: —

Borde: blanco

Exudado | NO | Color: —

Esporulacion | S| | Color: verde

Tiempo de esporulacion (dias): 2

MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 3.5 ym £ 0.3

Algunas caracteristicas microscopicas del Trichoderma gamsii son: hifas delgadas y
ramificadas, con septos, suelen tener un diametro de alrededor de 2-4 ym. Los conidios
tienen forma ovalada a cilindrica y miden aproximadamente 2-4 um de longitud; los
conidiéforos son ramificados y tienen una longitud variable, generalmente entre 10 y 50
Mm, y son mas gruesos que las hifas.
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Ficha # 26

Fecha: marzo 2024

Especie: Absidia glauca

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cdédigo del cepario: R26 Color Centro: —
anverso
Anverso Medio: blanco
Anillo: —
Borde: —
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: — Esporulacién | NO | Color: —
reverso
Medio: blanco Exudado NO
Borde: — Color del exudado: —
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MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 2.9 ym £ 0.1

Caracteristicas microscoépicas del Absidia glauca: hifas largas, anchas y no septadas,
tienen un diametro de aproximadamente 5-15 um; los esporangios son simples, cortos y
delgados en forma de globo que contienen esporangiosporas en su interior, tienen una
longitud de aproximadamente 10-50 um; tiene esporangiosporas en gran cantidad, de

forma ovalada a esférica y un tamafio de alrededor de 5-10 pm.
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Ficha # 27

Fecha: marzo 2024

Especie: Absidia glauca

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cédigo del cepario: R26 Color Centro: verde oscuro
anverso
Anverso Medio: verde
Anillo: —
Borde: gris
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
py m micelio :
y Haismag O Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: morado Esporulacién | NO | Color: —
reverso
Medio: crema Exudado Sl
Borde: blanco Color del exudado: morado
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MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 2.9 um £ 0.1

Caracteristicas microscopicas del Absidia glauca: hifas largas, anchas y no septadas,
tienen un diametro de aproximadamente 5-15 ym; los esporangios son simples cortos y
delgados en forma de globo que contienen esporangiosporas en su interior, tienen una
longitud de aproximadamente 10-50 um; tiene esporangiosporas en gran cantidad de forma

ovalada a esférica y un tamano de alrededor de 5-10 um.
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Ficha # 28

Fecha: marzo 2024

Especie: Mucor hiemalis

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cdédigo del cepario: R28 Color Centro: lila
anverso
Anverso Medio: gris
Anillo: —
Borde: blanco
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: Lila Esporulacién | NO | Color: —
reverso
Medio: Crema Exudado NO
Borde: Blanco Color del exudado: —
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MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 5.5 um £ 06

Algunas caracteristicas microscopicas del Mucor hiemalis son: hifas largas, anchas y no
septadas, con un diametro de aproximadamente 6-15 pym; los esporangioéforos son largos
y erectos, con ramificaciones superiores que sostienen los esporangios; los esporangios
son estructuras grandes, redondeadas y de color claro, con un diametro de alrededor de
30-50 um; las esporangiosporas son hialinas y multinucleadas, con un tamafo de

aproximadamente 5-10 ym.
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Ficha # 29 Fecha: marzo 2024 | Especie: Trichoderma hamatum
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Cédigo del cepario: J35 Color Centro: blanco
anverso
Anverso Medio: blanco
Anillo: —
Borde: —
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
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Esporulaciéon

Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color
reverso

Centro: crema

Medio: estrellado

Borde: —

Exudado | NO | Color: —

Esporulacion | S| | Color: verde

Tiempo de esporulacion (dias): 10

MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 7.3 um £ 0.8

Algunas caracteristicas microscopicas del Trichoderma hamatum son: hifas delgadas y

ramificadas, con septo, suelen tener un diametro de alrededor de 2-4 uym; conidios de forma

ovalada a cilindrica, producidos en cadenas en las puntas de los conidiéforos que miden

aproximadamente 3-5 pm; los conidiéforos son ramificados y tienen una longitud variable,

generalmente entre 10 y 50 pm.
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Ficha # 30

Fecha: marzo 2024

Especie: Clonostachys solani

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cédigo del cepario: R20 Color Centro: crema
anverso
Anverso Medio: blanco
Anillo: marrén claro
Borde: crema
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: naranja Esporulacién | NO | Color: —
reverso
Medio: amarillo Exudado NO
Borde: crema Color del exudado: —
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MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 4.3 um £ 0.3

Algunas caracteristicas microscopicas del hongo Clonostachys solani son: Hifas septadas;

conidios hialinos de forma cilindrica o fusiforme en gran cantidad; conidiéforos ramificados.
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Ficha # 31 Fecha: marzo 2024 | Especie: Epicoccum nigrum
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Cédigo del cepario: R31 Color Centro: naranja
anverso
Anverso Medio: amarillo
Anillo: —
Borde: blanco
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
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Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color
reverso

Centro: rojo

Medio: naranja

Borde: amairillo

Exudado | S| | Color: naranja

Esporulacién | NO | Color: —

Tiempo de esporulacion (dias): —

MICROSCOPIA

20 pm

Tamaiho promedio de espora: 18.3 ym * 1.1

Algunas caracteristicas microscopicas del Epicoccum nigrum son: hifas delgadas,
septadas y ramificadas, tienen un diametro de alrededor de 2-4 ym; conidios de forma

ovalada a cilindrica que miden aproximadamente 10-20 um de longitud; conidi6foros

simples o ramificados con una longitud variable, generalmente entre 10 y 50 ym.
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Ficha # 32

Fecha: marzo 2024

Especie: Mucor moelleri

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cédigo del cepario: R32 Color Centro: —
anverso
Anverso Medio: blanco
Anillo: —
Borde: —
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irreqular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: — Esporulacién | NO | Color: —
reverso
Medio: blanco Exudado NO
Borde: — Color del exudado: —
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MICROSCOPIA

Tamaio promedio de espora: 7.0 ym £ 0.8

Algunas caracteristicas microscopicas del Mucor moelleri son: hifas no septadas largas,
anchas y ramificadas, con un diametro de alrededor de 6-20 um; los esporangios contienen
esporangiosporas esféricas u ovaladas que miden aproximadamente 5-10 um de diametro;
tiene conidiéforos simples, rectos o ligeramente curvados que se originan de las hifas

principales y tienen una longitud de aproximadamente 50-200 ym.
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Ficha # 33

Fecha: marzo 2024

Especie: Fusarium culmorum

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cédigo del cepario: R33 Color Centro: rojo
anverso
Anverso Medio: naranja
Anillo: —
Borde: rosado
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: rojo oscuro Esporulacién | NO | Color: —
reverso
Medio: — Exudado Sl
Borde: rojo Color del exudado: rojo
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MICROSCOPIA

Tamaino promedio de conidiéforos: 32.6 ym £ 3.5

Algunas caracteristicas microscopicas del Fusarium culmorum son: hifas delgadas,
septadas y ramificadas con un diametro de alrededor de 2-6 ym; tiene cadenas de conidios
de forma cilindrica a fusiforme que miden aproximadamente 5-25 um de longitud,
producidos abundantemente en las puntas de los conidiéforos; los conidioéforos son simples

o ramificados y tienen una longitud variable, generalmente entre 10 y 100 um.
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Ficha # 34 Fecha: marzo 2024 | Especie: Fusarium oxysporum

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cdédigo del cepario: R34 Color Centro: morado
anverso
Anverso i Medio: —
Anillo: —
Borde: blanco
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
':'.: Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Color Centro: morado Esporulacién | NO | Color: —
reverso
Medio: — Exudado SI
Borde: blanco Color del exudado: morado
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MICROSCOPIA

20

Tamaio promedio de espora: 7.3 yum £ 0.5

El Fusarium oxysporum muestra: hifas septadas; conidios en cadenas; los conidiéforos
pueden ser simples o ramificados, generalmente rectos o ligeramente curvados, pero mas
largos que los conidios; los conidios tienen forma de banana o de huevo, suelen tener de

2 a 5 células y el tamano oscilan en el rango de 5 a 25 ym de longitud.
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Ficha # 35 Fecha: marzo 2024 | Especie: Pseudopithomyces palmicola
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Cédigo del cepario: R35 Color Centro: verde
anverso
Anverso Medio: blanco
Anillo: —
Borde: gris
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
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Tiempo de crecimiento (dias): 7

Color Centro: verde oscuro
Esporulacion reverso
Medio: verde claro
Borde: blanco
Exudado Sl Color: verde

Esporulacién | SI | Color: verde

Tiempo de esporulacién (dias): 2

MICROSCOPIA

}' R
$u

Tamaio promedio de espora: 20.4 ym * 1

Algunas caracteristicas microscépicas del Pseudopithomyces palmicola son: hifas
delgadas, septadas y ramificadas con un diametro de 2-4 ym aproximadamente; conidios
en cadenas en las puntas de los conidiéforos, tienen formas alargadas o de huevo, y miden
aproximadamente 10-20 ym de longitud; los conidi6éforos son simples o ramificados y se
originan de las hifas principales, tienen una longitud variable, generalmente entre 10 y 50

pm.
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Ficha # 36

Fecha: marzo 2024

Especie: Fusarium asiaticum

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Cultivo a los 7 dias de incubacion

Cédigo del cepario: R36 Color Centro: amarillo
anverso
Anverso Medio: rojo
Anillo: —
Borde: blanco
Textura Algodonosa
Polvosa
Aspecto Irregular
Radiado
Reverso Altura del Alto
micelio
Medio
Bajo
Irregular
Tipo de Denso
crecimiento
Regular
Tenue
Centro: rojo Esporulacién | NO | Color: —
Color
reverso | Medio: naranja Exudado Sl
Borde: blanco Color del exudado: rojo
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MICROSCOPIA
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Tamaino promedio de conidiéforos: 41.5 ym * 3.1

Algunas caracteristicas microscopicas del Fusarium asiaticum son: hifas delgadas,
septadas y ramificadas, con un diametro de 2-6 um aproximadamente; conidios en
abundancia, producidas en cadenas en las puntas de los conidiéforos con forma de
fusiforme a ligeramente curvada que miden aproximadamente 10-25 ym de longitud; los

conidiéforos son simples o ramificados y se originan de las hifas principales, tienen una

longitud variable, generalmente entre 10 y 100 pm.
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Apéndice C

Tabla M

Codificacion del cepario

Cadigo del cepario Especie identificada
R1 Clonostachys rosea f. catenulata
R2 Mucor griseocyanus
R3 Trichoderma atroviride
R5 Trichoderma atroviride
R6 Niesslia mucida
R7 Irpex laceratus
R8 Fusarium equiseti

R10 Fusarium graminearum
R12 Fusarium solani
R13 Minimedusa polyspora
R14 Clarireedia bennettii
R15 Mucor irregularis
R16 Flavocillium bifurcatum
Ja2 Xylariales sp.

R18 Trichoderma harzianum
R19 Trichoderma spirale
R20 Clonostachys solani
R21 Trichoderma atroviride
R22 Penicillium camemberti
R25 Trichoderma gamsii
R26 Absidia glauca

R28 Mucor hiemalis

J35 Trichoderma hamatum
R31 Epicoccum nigrum
R32 Mucor moelleri
R33 Fusarium culmorum
R34 Fusarium oxysporum
R35 Pseudopithomyces palmicola

R36 Fusarium asiaticum




