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l. Introduccioén
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l. Introducciodn

Justificacion

Monocultivo Hacienda “El Prado”
El equilibrio IASA |
ecologico se ha Compactacion de
afectado por suelo
actividad humana Centro integral de formacion
Uso de superior agropecuario

agroquimicos

Diagnosticar el rol ecologico
de especies presentes

Se debe caracterizar
la diversidad fangica:

Establecer una linea base
para estudios posteriores

(Costa et al., 2012; Barahona, 2013) o v el FARL Ta e TRNGIL
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l. Introduccioén Marco Referencial
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(Schoch et al., 2009; Singara Charya, 2015; Bustin et al., 2020)
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Figura 3. Caracteristicas fenotipicas microscépicas de Fusarium
sp. y Trichoderma sp. Recuperado de : (Watanabe, 2010).
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l. Introduccioén Marco Referencial
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Il. Objetivos e Hipotesis

Objetivo General

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

base con fines de biorrestauracion.
Objetivo Especificos

» ldentificar morfoldgica y molecularmente las especies de hongos filamentosos recolectados

en los suelos del sector de Avicultura de la Hacienda “El Prado” - IASA I.

» Evaluar la biodiversidad presente en el suelo en base a las especies registradas.

» Establecer un cepario de microorganismos con potencial benéfico.
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Il. Objetivos e Hipotesis

Hipotesis

» Ho: No existe diferencia entre la riqueza de especies de hongos filamentosos observada y la

riqueza esperada segun el estimador no paramétrico Chao 1.

» H1: Existe diferencia entre la riqueza de especies de hongos filamentosos observaday la

riqueza esperada segun el estimador no paramétrico Chao 1.
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. Materiales y Métodos
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lll. Materiales y Métodos

Tabla 1
HP4 . . . Gufa de denominacion de
Preparacion de trampas Aislamiento de hongos filamentosos colores de crecimionto fingico
m | Cro b | anas en los granos de arroz
HG @ & 28°C Col Numero de
— > - ‘ oor identificacion
: s - S , |:> IH ‘ | E 5 dias Café 0
P \\‘ \ ! ’ i 3 7‘ Rojo 1
‘ - 4, Y Morado 2
| ¢ ; (F;cr):ado i
e 5 - 6 granos de arroz
< » \ / o en medio PDA Blanco 5
. . ) . Verde ¢}
Arroz semicocido g121°c, 15 miny 1 atm Amarillo 7
Purificacion en medio de cultivo Negro &
Anaranjado 9

Incubacion
- 20 cm de profundidad
- 15 dias

50 g de arroz

Segmentos de micelio
de5x5mm

Cultivo puro
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(Escobar Pardo, 2014; Alsohaili & Bani-Hasan, 2018; Montoya-Castrillén et al., 2021)
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lll. Materiales y Métodos

Caracterizacion macro-microscopica

Anverso .
Se clasificaron los
a) Color Reverso aislamientos en

b) Textura del micelio
c) Apariencia de la colonia E>

d) Altura del micelio

morfoespecies

a) Color

b) Pigmento Exudado

Se consider6 a cada asilado
como un individuo

e) Esporulacion

Cultivo puro Registro de Y
caracteristicas en Se eligio a_IS|adOS
base a claves representativos para
taxonémicas biologia molecular

Tincién en fresco o
azul de metileno
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Ill. Materiales y Métodos Extraccion de ADN genémico

Meétodo de Extraccion 0 Recoleccion de muestra 9 Disrupcion celular a Precipitacion de proteinas
-

Z 1 min
60 °C
30 min

Convencional por CTAB

Descrito por: Ausubel et al.
(2003)

v

Modificado por: Flores
(2021)
* 500 pL de buffer de

Adaptado por: Chiriboga extraccion
(2023) + perlas de vidrio

14700 g
8 min

2 L de
B-mercaptoetanol

e Precipitacién de ADN
* -20°C

-

300 pL sobrenadante E> m E> @
a \ +300 UL EtOH (96.5%)
e +150 pL NaOAc (3M) O
/  +300pL EtOH (70%) _

(Ausubel et al., 2003; Flores, 2021; Chiriboga 2023)

14700 g

17 min E>

200 pL EtOH
(70%)
X3
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Ill. Materiales y Métodos Extraccién de ADN genémico

Cuantificaciony

: g 9 Evaluacién de Integridad
estimacion de pureza

a Elucién de ADN

37 °C Gel de agarosa
70 uL NaOH (8 mM) 30 min Espectrofotometria (0.7%)
——
+ 1 pL de RNasa |:> : A260 |:>
A260/280
A260/230 \
-~ 60 min
MV
Tabla 3
Ajuste del master mix de reaccién para un volumen final de 25 ul
PCR ConvenCionaI Concentracion Volumen por
Componente
Final reaccién 1x (uL)
Tabla2 Agua ultrapura - 19.15
Primers para amplificacién de regiones de ADNr fingico Platinum Il PCR Buffer 1x 25
dNTPs mix 0.2 mMm 05
Primer Secuencia Tm(°C) MgCl 15mM 075
TSt TCOGTAGGTGAACCTGCGG ~65 Primer forward DAl 05
{forward) Primer reverse 0.2 uM 0.5
ITS4 Platinum Taq DNA Polymerase 1 UL 0.1
TCCTCCGCTTATTGATATGC ~58 ]
(reverse) Plantilla de ADN <500 ng/rxn 1
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lll. Materiales y Métodos

Condiciones de amplificacién

PCR Convencional

Evaluacion de longitud de fragmentos

Gel de agarosa

Transiluminador UV
90V

Secuenciacion Sanger

@

10 pL produto de PCR
5 pL primer forward (2 pM)
5 pL primer reverse (2 uM)

\

T(°C)
A I I I
1x | 34x | 1x |
| | |
94 | | |
3 min : 30s : :
| | |
72— | 1 1
: 1 min : 3 min :
55 1 1 1
| 30s | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
4] I I I
| | | o0

Figura 6. Condiciones del programa de termociclador para
amplificacion de la regién ITS

(White et al., 1990)
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lll. Materiales y Métodos

§ Contig Editor: -2 ITS4-5_E09_05

Cons|2 j” Quallo 3” | r \nsgr\|Ed|\MDdes >>| r Cu\uﬂs‘ Undo ‘ Next Search ‘Cnmmﬂnds >>‘Semm;s >>‘ Quit [He

Analisis Bioinformatico g el > —

— 200 210 220 230 240 250 260 270
GGCATCGATGRAGAACGCAGCARRATGCGATAACTAATCTGARTTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGRAACGC
GGCATCGATGAAGAAEGCAGCAAAATGC GATAAGTRRATCTGRATTGCRAGRATTCAGTGRAATCATCGRATCTTTGRACGC
CONIENIUS ----|GECATCEATGRAAGAACGCAGCARAATGC GATARGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC TTTGAACGEC

_ContigrTS45_E03_05#2) Length'521

f Trace display — X
W Lock  Columns:[1 2[3]4] Rowe: 1[2|3[4f5 6| I Showconfidence  Save Semng5| [ Compact C\DQQ‘HQI;: >

Eliminacién de fragmentos g e e 08
(Pregap4)

j ACGGAT CTCTTGGBTTCTGGCATCGATGAAGAACGC AGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
310 300 290 280 27 260

Staden Package: —
. . #+1 ufp /ITS1-5_E04_05
Ensamblaje de secuencias j
(Gap4) j }/C\LG\GATCTCTTGGTTCT GGCATCGATGAAGAACGCAGCAALAAT GCGATAAGT AAT BT GAATT GC

Position 244, Base G, Confidence 45 (1/3.16228e-005)

Identificacién de especies Figura 7. Alineamiento de secuencias del fragmento de la region ITS

Analisis de biodiversidad

> Riqueza (s) indice de Margalef (Dmg)

Abundancia (N) indice de Shannon-Wiener (H’)

Abundancia por especie () Indice de dominancia de Simpson (D)

Abundancia relativa (p)) Indice de diversidad de Simpson (D’)

YV V V V V

indice de equidad de Pielou (J’)

®ESPE

Clasificacion de acuerdo
con el rol ecolégico

YV V V V

Estimador no paramétrico Chao 1(Schao1)

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
S INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

(Bonfield et al., 1995; ; Zhang et al., 2000; Chiu et al., 2014; Valdez et al., 2018)
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lll. Materiales y Métodos

Criopreservacion

* - 80°C

—20°C
Solucion 20 min
- Peptona (0,1%) E
- Glicerol (10%)

Analisis filogenético

Segmentos agar de
5 mm de diametro

Método de Maxima Verosimilitud Cepario
Modelo evolutivo de Tamura-Nei
Bootstrap con 500 réplicas e Cepas identificadas
b L 4 ® ®
. ..:.::- 3 :’ > Ficha de identificacion:
celr oS 000 - Macroscopica
“d { J ‘. .....7,, - ;)J
\ %o g - Microscopica
_ - Molecular

U UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

etuianon INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

(Rugeles Barandica et al., 2021; Tamura et al., 2021)
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V. Resultados y Discusion

Capturay aislamiento de hongos filamentosos

No encontrada;

Bacterias; 6%
8%

Moscas; 4%

Gusanos; 4%

Recuperada;
78%

Figura 8. Condicién de trampas microbianas Figura 9. Aislamientos obtenidos en las
después de 15 dias de incubacién subparcelas muestreadas. G, gusanos;
M, moscas; B, bacterias; N, no encontrada
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(Gomes et al., 2023), (Qiu etal., 2022) e e L
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V. Resultados y Discusion Aislamiento de hongos filamentosos

Tabla 4
Morfologia macroscopica y microscopica de aislamientos de hongos filamentosos

Crecimiento en medio PDA Morfologia

Anverso Reverso microscoépica

EESFPE
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V. Resultados y Discusion Aislamiento de hongos filamentosos

Tabla 4
Morfologia macroscopica y microscopica de aislamientos de hongos filamentosos
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. Resultados y Discusion Aislamiento de hongos filamentosos

Tabla 4
Morfologia macroscoplca y microscopica de aislamientos de hongos filamentosos

@ESPE
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V. Resultados y Discusion

Cuantificacion y estimacion de pureza de ADN

31 morfoespecies

Contaminacion con

Tabla 5 ARN
Media £ D.S. de concentracién y calidad de ADN S
Optima
Parametro
Concentracién {(ug/mL) 209.3 +103.4 Aceptable
A260/280 1.84+024 64.5%
= Contaminado con

A260/230 0.97+£0.24 Solpheas

aromaticos

Figura 10. Calidad de muestras de ADN estimado
Relacion 260/230 100% de muestras <1.5 por la relacion 260/280
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([BancoADN], 2020), (Ausubel et al., 2003), (Djurkin Kusec et al., 2015) — e
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V. Resultados y Discusion

Integridad de ADN por electroforesis

Alta

19.4% Adecuada

41.9% OParcialmente
degradadas

= Totalmente
19.4% degradadas

Sin bandas
visibles

Figura 12. Clasificacién de integridad de ADN gendémico

Figura 11. Evaluacion de integridad de ADN gen6émico
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([BancoADN], 2020), (Sebastian & Oberdoerffer, 2017)
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IV. Resultados y Discusion Amplificacion de la region ITS

bp
2000
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200
100

bp
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100

Figura 13. Amplificacion de la region ITS a partir de ADN genémico

& ESPE
(Pauvert et al., 2019), (de Oliveira et al., 2015) bt
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V. Resultados y Discusion Identificacion de especies

Tabla 6
Hongos filamentosos identificados mediante busqueda en BLAST del ensamblaje de lecturas
# Longitud i Porcentaje de . # Longitud Porcentaje de i
Organismo i N° Accesion Organismo N° Accesion
(pb) Identidad (%) (pb) Identidad (%)
1 611 Mucor circinelloides 98.37 17 608 Mucor hiemalis 99.35
2 631 Mucor circinlioides 98.69 18 549 Fusarium verticillioides 99.81
3 600 Mucor janssenii 99.67 19 572 Trichoderma hamattim 99.83
4 548 Clonostachys divergens 99.25 20 544 Fusarium sp 99.43
5 521 Fusarium equiseti 100 21 524 Fusarium sp 98.66
6 548 Chaetomi hifody 100
aetomium cochlioaes 22 577 Trichoderma paraviridescens 100
7 638 Minimedusa polyspora 99.53 i
23 542 Clonostachys solani 100
8 571 Trichoderma hamaftum 100
. 24 528 Xylaria sp. 958.11
9 521 Fusarium foetens 99.22 25 644 My hi p 99.51
10 5§57 Clonostachys chioroleuca 99.28 ueor Jéma o '
11 586 Trichoderma sp. 99,66 26 536 Mucor griseocyanus 98.84
12 522 Fusarium foetens 99.22 27 591 Peniciilium camermberti 99.82
13 614 Mucor moaiieri 90.67 28 571 Trichoderma asperelium 100
14 586 Trichoderma sp. 100 29 522 Epicoceum nigrum 100
15 577 Trichoderma sp. 100 30 531 Fusarium culmorum 100
16 523 Fusarium sp. 099.81 3 547 Fusarium oxysporum 100

Identificacion: 20 a nivel de especiey 4 a

nivel de género, distribuidos en 9 géneros.

@ESPE
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(de Oliveira et al., 2015), (Zhang et al., 2000), (Watanabe, 2011)
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V. Resultados y Discusion Andlisis filogenético

_
92 Mucor gri: Y
100 \— Mucor janssenii
‘—————————— Mucor circinelioides —
Ll Mucoromycota
{ Mucor hiemalis
63 90 Mucor moeileri
I
” " P .y
is# polyspors. 4 Basidiomycota
-
100 Epicoccum nigrum

60 686 Chaetomium cochiiodes
{ Penicillium camemberti
59 Fusarium culmorum —
—|: Fusarium equisetfi

85 —————— Fusarium verticillioides

49

Fusarium foetens
99 _|: Fusarium oxysporum
63 Fusarium sp.
497,— Trichoderma asperellum — H yp ocre al es
Trichoderma t i

100 ———— Trichoderma sp. T1

100 { Trichoderma paraviridescens
50 Trichoderma sp. T2

Clonostachys chioroleuca
’7 Y

98

~— Ascomycota

100 \; Clonostachys solani —_

Xylaria sp.

Figura 16. Arbol filogenético de especies identificadas @ ES p E

(Rossman & Seifert, 2011), (Zhang et al., 2017) esvcien Fas a txserenei
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V. Resultados y Discusion

Identificacion de especies

Chaetomium cochliodes
Trichoderma asperellum
Trichoderma hamatum

Trichoderma paraviridescens 4
Trichoderma sp. (T1)
Trichoderma sp. (T2) 20.4%

11.8%

2%

Penicillium camemberti

Mucor circinelloides
Mucor griseocyanus
Mucor hiemalis
Mucor janssenii
Mucor moelleri

Minimedusa polyspora

Figura 14. Especies de hongos filamentosos identificadas

(Zhang et al., 2000)

Clonostachys chloroleuca
Clonostachys divergens
Clonostachys solani

Epicoccum nigrum

Fusarium culmorum
Fusarium equiseti
Fusarium foetens
Fusarium oxysporum
Fusarium verticillioides

Fusarium sp.
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V. Resultados y Discusion

Clasificacion por Rol Ecolégicoy
evaluacion de biodiversidad

Tabla 5
Resultados de la evaluacion de biodiversidad de hongos

filamentosos presente en el suelo

Parametro Valor
Rigueza (s) 24 especies
Antagonistas Riqueza esperada (Scnan1) 28.96 = 29 especies
0
LS8 3 3 Abundancia (N) 51 individuos
Fitopatogenos
0, .
@\ 41.2% indice de Margalef (Diny) 5.85
] Patoger.]os indice de Shannon-Wiener (H") 3.03
oportunlstas
35.3% = Saprofitos indice de dominancia de Simpson (D) 0.055

indice de diversidad de Simpson (D)  0.945

indice de equidad de Pielou (J) 0.954

Figura 15. Clasificacion de aislamientos de acuerdo con su
rol ecoldgico

@ESPE

UNIVEHSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

(Chiu et al., 2014), (Gotelli & Chao, 2013), (Kim et al., 2017)
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V. Resultados y Discusion Fichas técnicas

Tabla 7
Ficha técnica de identificacion macro y microscopica de hongos filamentosos

Fecha: marzo 2024 Especie: Chaetornum cochliodes  Cédigo del cepario: J7 Fecha: marzo 2024  Especie: Chaefomium Cédigo del cepario: J7 Clave para ascomicetos
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS cochliodes Formado Ascocarpo Formado
Ascocarposen _
Anverso Cenfro: blanco CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS ostioladeo
bl S— formadepanal  Noformado ¥ L Mo formada
Medio: café verdoso Micelio (peritecio)
Color =
anverso Anifio: café oscuro \‘\\,
\
ff Borde: café amarillento A Unicelulares ¥ Ascocarpos con Formadn
Algodonosa micelio a
Testurs Ascosporas Formada por 2
Poivdsa X o manerade peles Mo formado
omas células inal
P— ~ terminales
Aspecto
Radiado -
Ao Desarrollados
? . (Chastorium X
Altura del Yedio Pelos terminales :
iceli : SPp.
micelio Bajo X del ascocarpo
Poco
Irreguiar
desarrollados
Denso
Tipo'd? Regular
Tenue X Clave para especies del génere Chaetomium
Tiempo de crecimiento (dias): 7 . L. Ausente LS Aspecto de Fectos
Ramificacionde _ ==
Reverso Ceniro: café oscuro . - pelos
pelos terminales  Ramificado ) Enralladas
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V. Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

p 51 24 \ Alta biodiversidad \ 24 aislados identificados morfo-
aislamientos morfoespecies (Dmg=5.85, H’ = 3.03) molecularmente y criopreservados
7 b/ , | 20 nivel 4 nivel Homogeneidad (D = 0.055,
especie género B D'=0.945y J =0.954)
¢ i Sector Avicultura
Mucor, Minimedusa, Epicoccum, La técnica tiene limitaciones
Chaetomium, Penicillium, Fusarium, m para la captura de especies
Trichoderma, Clonastachys y Xylaria raras (70.8% [F+GJ/s).

\ / QZQ especies

4 )

- La presente investigacion permitio el establecimiento de una linea base del sector de avicultura, que consta de cepas

clasificadas por su rol ecolégico de los hongos filamentosos registrados como antagonistas (41.18%), fitopatdgenos

(35.29%), patdgenos oportunistas de animales (3.92%) y saprofitos (19.61%).
\_ /
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V. Conclusiones y Recomendaciones

Recomendaciones

» Se recomienda el empleo de la linea base establecida en la presente investigacion con el fin de disefar

estrategias de biorrestauracion y control biolégico.

» Se sugiere emplear amplificacion de los genes de B-tubulina y factor de elongacion 1a, con el objetivo

discriminar las distancias genéticas en especies altamente emparentadas.

» Paraidentificar especies fungicas no cultivables en condiciones in vitro o de dificil recoleccion, es
recomendable la aplicacion de técnicas con mayor sensibilidad como las de secuenciacion de siguiente
generacion (NGS). Al igual que se requiere promover investigacion sobre las interacciones del microbioma

del suelo, asi como el uso de hongos filamentosos en bioinsumos o produccién de metabolitos secundarios.
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