UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA

DESARROLLO DE UN PROCESO DE PRODUCCION DE TRICHODERMAS
NATIVAS PREVIAMENTE IDENTIFICADAS DE DIFERENTES REGIONES DE
NICARAGUA

TRABAJO DE DIPLOMA PRESENTADO POR:

Br. L6pez Martinez Tatiana de los Angeles
Br. Rodriguez Torufio Angeles Lucia

PARA OPTAR AL TITULO DE:

INGENIERO QUIMICO

TUTOR:

PhD. Leandro Alberto Paramo Aguilera

Managua, Nicaragua

Noviembre 2021



AGRADECIMIENTO

A s, por permitirme culbminar con éxito esta mela profesional on mi vids, por la
sabidurla ¢ inteligencia que me regala siompre para levar & oabo mis planes, por 6l ddionto ds
viida que me regala cada Az y por los milagras que havs en mi vidi que me impulsa a
confiar siempre on L

B, mi madre Martha "Ratricia CMartines, por ser un pilar principal en mi vids; por
brindarme su apoye incondicionalments para levar & cabo mis metas, por correginme con
amor y sabiduriz; pero sobre tods por quizrme sismpre por 6l camino correcio.

A Abner Leaama (Gonadlag, por su apaye incondisiondl en tods moments, por sus
consgios sobre hacer lo corréct sismpre, por los drimos que me brindiz siompre & sequir
adiglante p siempre persequir wiis suerlos.

A mis hermanas, por ser un gemplo & séquir, por ensefiar que e importa &l lismpo que
conlleva alcanzar una metx sino empesar a cumplirla, por estar conmigo a lo largo de b
carrera brinddndome su apayo para continuar; pero sobre tods por estar conmigo Siempre.

A i twtor RhSD, Leandro ' Rdramo Aquilers; por brindsrme 6l conocimionts para
levar a cabo asta investigacion, por su paciencix y comprension « lo lavrgo ds lr carrera p del
proyects, por animarme con su gemple a llegar muy lgies, por ser una exoelonts persona y
gomplo a soguir
A lr Shng. SCopsell elgads, por ayudarme y apoyarme con sus conocimientos on 6l
desarrollo de estz investiqacion, por estar sismpre pendients on oada alapa del process, por
impulsarnos & continuar sismpre p sobrs todo por quiarnas con caniie hasta la culminacion
el proyocts
Al Rrograma de Srvestigavisn y NBervicios Aol Ambiente, por brindar los madios
HecesaYIos para que aste proyects se pudiase levar « cabo.

Tatiana de los Angeles Lopez Martinez



AGRADECIMIENTO

B, o, porque cadx dix me lovania con un propdsite, por b vida que me ragala y por los
suerlas que s¢ vusloen redlidad con la 16 on sus manas, por lx sabiduris, fortalsza p satbud que
Az a dix demuestra su amor por mi

A mis padres; por cnseriarme a ser perseverants, porque gracias « éllos logro ver dl futo del
asfierao y dl trabajo constamnte, por sismpre confiar on mi y estar para mi incondisionalmenie
dasdls que lengo memoria, por darme &l amor p 6l canifio que siempre necesité para sequir
dadslante con mis metzs.

B mi tutor ThD. Laandro " Rramo Aguilers; por ser dl dador de su amplio
conocimisnto 4 lo lavgo de mi carrera y éste iniqualable proyects, por sismpre comprender las
situdagiones y ayudarmas a entender la base de lr investiqacidn, por ser 6l mejor tutor ¢
INSpITaOION & Sequir.

A lzr Shy. ICapsall slgads, por acompatiarme sismpre de lu mano on ol trabagio duro
ds tnvestigacion, por entender p ayudarmas & syperar cadz fallo que se obtiene on lx prictioa
a lo largo deél traagis, por sor mds que una compariera, una amiga:

Al Rrograma de Shvestigavion y Bervisias dol Ambiente, por prestar sus instalasiones
para levar @ cabo proyectas donds se logra la superacion personal y avadémion.

Angeles Lucia Rodriguez Torufio



DEDICATORIA

A s, por ser dl pilar fndemental on mi vide y sin Gl no hubiese sido capes de haber
logrado esta motz

A mis padhes, por guiarme siempre ¢ impulsarme & salir adelants profesionabmente y por
ayudarme & tener daras lodas mis metas.

A mis hermanas, por su contribucion en mi formacion profésiondl por explicarme como s le
vidz labordad ¢ inculcarme valores & desemperiar on ol munds biboral

A mi twtor RhD. Leandre Riramo Aquilers p a ls Shy. ICepsell “dlyads, por
darme lx aportunidad de culminar mi carrera mediants aste proyects v por brindame lx
ensehianaa necesaria on la parts cxperimental on dl desarroll ds lr investigaoion.

A cadis profesor Ao le Vbnivorsidad N eavional do Shngenieriz y « todas las personas quo
dis aluna u otra manera contribyyeron « lx culinacin de mi carrera.

Tatiana de los Angeles Lopez Martinez



DEDICATORIA

A s, porque on sus manas pongo con f& mi sabidurix p levarme por 6l camino dil éito
 la superavidn personal
B mis paddres, sin los no cuales exsistiria b persona que sap hay, con las ganas de ontrar al
miundy laboral y competitive, con lx superacion y las metas bien puestas on mi cabeaa; por
CHSEHIAYING GUE SE JaNA CaMINANAD, N0 Corriondo
B mi tutor ' ThD. Leandro "Redramo Aquilers; sin él cual no hubiera tonids le
oportunidad ds demostrar mis capacidades, por aveplarme a ser parte de sus proyectos
bisteonolbgicos en base a mgjoras on ol ambionte.

A las Sng. SCaysall Delgads, sin la cual no tendrix las téomicas y conocimisntos sobre
cxperimentas on labordatorio, porque dlla estuve come yo cn un moments p 1o e%iste mgor

persona que sepa lo que se siente, que olla
A, ls Vriversidad HNavional ds Shngenieri, & cadss profesor que me onserio
verdiaderamente lo que ora ol estudio y asfiierao, por ser las quias ds quion sy hay, & cadx
persona que fiie partiaipe a lo largo ds mi carrera con dl fin ds culminaria con éeito

Angeles Lucia Rodriguez Torufio



OPINION DEL CATEDRATICO GUIA

Managua, 20 de septiembre del 2021.

Por este medio me es grato presentar el trabajo fitulado: “Desarrollo de un proceso
de produccion de Trichodermas nativas previamente identificadas de diferentes
regiones de Nicaragua”y que fuera desarrollado por las bachilleras Tatiana de los
Angeles Lopez Martinez y angeles Lucia Rodriguez Torufo. Este trabajo naci6
como producto del desarrollo de un proyecto de investigacion pionero en la UNI y
puede decirse que en el pais en general, el cual consiste en bioprospectar en busca
de desarrollar una base microbiana para el desarrollo de muiltiples bioprocesos.

Desde hace varios afios se ha venido produciendo Trichoderma en nuestro pais,
principalmente por parte de la Universidad Nacional Agraria, de una empresa
privada pequefia y de un colectivo de mujeres de la zona norte del pais. Estas
producciones han estado orientadas fundamentalmente a la especie harzianum y
en algunos casos se han producido simplemente como Trichoderma spp. De la
forma antes mencionada se han utilizado en el pais para diferentes cultivos y mas
recientemente se ha venido introduciendo al pais, una serie de marcas diferentes
con productos de diferentes origenes y haciendo énfasis en la especie harzianum.
El proyecto bioprospeccion, inicialmente mencionado, produjo algunos aislados que
posteriormente fueron identificados como Trichodermas y cuya base fue ampliada
por medio del presente trabajo.

Es debido a lo antes expuesto que, como investigadores para el area de
biotecnologia, se propuso el aislamiento, identificacion y desarrollo de la produccion
masiva de Trichodermas, buscando un sustrato que de buenos resultados sin
competir con el alimento humano (Arroz) y que se pueda contar con diferentes
especies cuya asociacion a cultivos y regiones especificas este plenamente
demostrada. Este proyecto cumplié cabalmente sus objetivos al desarrollar la etapa
propuesta y obtener resultados sumamente prometedores. Debido a expuesto,
solicito respetuosamente al honorable tribunal examinador, proceda a la defensa
del presente trabajo para graduacion de las bachilleras Lopez Martinez y Rodriguez
Torufo.

Atentamente

)
// “’Y
8 7’
N ‘/. M*[V
PhD, Leandro Alberto Paramo Aguilera
Tutor de tesis.
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RESUMEN

Los hongos Trichodermas son de vital importancia para mantener los cultivos de
plantas libres de hongos fitopatdgenos gracias a su accién antagénica. El objetivo
de esta investigacion consistido en encontrar el mejor sustrato para la reproduccion
masiva de cepas de hongos Trichodermas, previamente aislados de suelos
nicaragienses. Primeramente, a las cepas aisladas en cultivos axénicos se les
realiz6 diversos reconocimientos macro y microscopicos para determinar que
corresponden a cepas de Trichodermas provenientes de dos lugares de
aislamiento, con la cual 8 muestras de suelo eran de Terrabona, Matagalpa y 10
muestras de suelo eran de la ciudad de Ledn. Todas las muestras provenian de
cultivos y los aislados obtenidos contribuyeron a la ampliacion de la base de datos
de microorganismos del PIENSA.

Una vez las cepas aisladas, se procedio a realizar la identificacion de estas por
medio de la extraccion del ADN gendmico, la secuenciacion con la empresa
MACROGEN y un analisis filogenético de los hongos, la cual arrojo finalmente
resultados que permitieron encontrar la especie de Trichoderma a la cual
correspondian. Las cepas de Trichodermas previamente aisladas e identificadas por
via morfolégica y molecular, fueron reproducidas masivamente por medio de
diversos sustratos organicos como: arroz como testigo, maiz triturado, olote de maiz
triturado y copra de coco. Estos sustratos fueron evaluados con una variante
consistente en la adicion de melaza al 5%. Una vez se tuvo el sustrato
completamente lleno de esporas de hongos se procedid6 a cosecharlas
manualmente en mallas finas y a su conteo final por medio de una camara de
Neubauer.

Como producto de los aislamientos realizados, se logré obtener 7 bacterias y 29
hongos filamentosos con 6 posibles hongos Trichodermas con base a sus
caracteristicas macro y microscépicas. De lo anterior, se identificd un Trichoderma
harzianum (72TG-11) y 2 Penicillium oxalicum (20TG-01 y 51TG-15). De la base de
aislados provenientes del PIENSA y que han sido obtenidos de trabajos previos, se
identificaron 4 Trichodermas harzianum (T1, T2, T3 y CVD-06), 1 Trichoderma sp.
(CIXD-11) y 1 Trichoderma longibrachiatum (QIVD-12). De la reproduccion masiva
realizada a las mismas condiciones para las cepas de Trichoderma y los distintos
sustratos (arroz como testigo, copra de coco, maiz y olote de maiz) se determin6
gue el olote de maiz arroja valores muy cercanos a los del arroz, como lo es en el
caso del Trichoderma harzianum 72TG-11 donde se obtiene (sin melaza) el valor
de 3.30x10° en arroz y 1.74x10° en olote; el exponencial no varia por lo que denota
gue el olote es un sustrato ideal para la reproduccién de los hongos sin tener que
utilizar alimento del ser humano (como en el caso del arroz).



Finalmente, y considerando el uso de la melaza, los hongos: Trichoderma
harzianum (72TG-11), mostraron estimulacion en su produccion de esporas ante
arroz y maiz triturado, e inclusive ante olote de maiz pasando de 10° sin melaza a
107 con melaza. Trichoderma sp. (CIXD-11), mostré resultados similares al anterior
para todos los sustratos evaluados. Para otros como Trichoderma longibrachiatum
(QIVD-12), Trichoderma harzianum (T3) y Trichoderma harzianum (CVD-06),
aparentemente la adicion de melaza no mostro diferencias apreciables en cuanto al
numero de esporas.

Como un plus del presente trabajo, se logré aislar y caracterizar 7 bacterias y 29
hongos filamentosos (uno de los cuales resulté ser Trichoderma harzianum), los
cuales pasaron a enriquecer la base de microorganismos aislados de los que
dispone el PIENSA (algunos de los cuales ya fueron identificados en trabajos
posteriores a este) y que se espera que una vez sean plenamente identificados
estén disponibles para el desarrollo de futuros bioprocesos.
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INTRODUCION

Existe una familia de hongos llamados Trichodermas que han demostrado ser de
alto control biolégico en cuanto a plagas en diversos cultivos de plantas, gracias a
su accion antagoénica ante fitopatégenos del suelo como lo son los hongos del
género Fusarium. Durante los ultimos afios, se ha mostrado gran interés en estudiar
el potencial de Trichoderma de parte de varios investigadores y algunas empresas,
caracterizando dicho hongo como un controlador biolégico de patégenos del suelo.
Los hongos del género Trichoderma sp. son un grupo de microorganismos que
habitan naturalmente en suelos agricolas, con abundante materia organica en
descomposicion y alta densidad de raices. Trichoderma sp. se encuentra
ampliamente distribuido en todo el mundo, y también se encuentra en Nicaragua en
grandes cantidades (Castillo, 2020).

Diversos estudios realizados anteriormente, caracterizan al hongo previamente
aislado, demuestran que los mecanismos utilizados para dicho proceso consisten
en un reconocimiento de crecimiento de estructuras microscopicas (hifas, esporas
y clamidosporas) y macroscoépicas (color de micelio, forma de micelio y crecimiento).
Asimismo, las caracteristicas macro y microscépicas fueron cotejadas con las
claves de identificacion de géneros de Deuteromycetes (Gams & Brisset, 1998),
para especies de Trichoderma (Girard, 1964) y la clave interactiva de la APS
(Sammuels, et al., 1996).

Para la reproduccion de esporas de Trichoderma sp. en medio de cultivo Potato
Dextrose Agar (PDA) presenta un crecimiento colonial rapido de 3 dias entre 25-
30°C. En este medio, las colonias son de aspecto algodonoso que se compactan
con el tiempo. Cuando su desarrollo es alternado con periodos de luz y oscuridad,
se aprecian las zonas de crecimiento correspondiente a cada periodo. En ausencia
de luz el micelio es de color blanco algodonoso y en presencia de luz se observa la
esporulacién con tonalidades verdosas, dando la apariencia de anillos en forma
concéntrica. Al crecer en medio de cultivo, se observa en el reverso de la caja, un
color pélido y en ocasiones una pigmentacion amarillenta (Windham, et al., 1986).

En el caso de evaluacidon de distintos sustratos para la reproduccion de
Trichodermas se realizé con el fin de obtener el mejor de ellos en cuanto a
produccion de esporas y que sobre todo que éste no sea de consumo humano, asi
mismo, se analizé la incidencia de algunos factores que afectan directamente el
crecimiento de biomasa de una cepa de Trichoderma sp. en fermentacion soélida y
bifasica, como por ejemplo las condiciones de luz, humedad, temperatura, etc., los
sustratos evaluados son Arroz como testigo, Maiz triturado, Olote de maiz triturado
y Copra de coco, cabe mencionar que estos sustratos se utilizaron tanto en la



variante sin melaza como en la variante con melaza. Chavez, et al., 2009, probaron
sustratos como: arroz 53% (p/p), arroz 53% (p/p)-melaza 3% (p/p) y arroz 53% (p/p)-
melaza 10% (p/p) en agua destilada, con incubacion 25°C y periodos de luz
constante y fotoperiodos 24 h luz/24 h oscuridad durante 8 dias. Los pardmetros
estimados fueron densidad poblacional (conidios/mL), germinacién de esporas a 24
horas y porcentaje de pureza. Los resultados indicaron que el proceso de
fermentacion solida empleando como sustrato arroz-agua destilada a 25°C y la
exposicién constante a la luz permiti6 mayor recuperacion de conidios (40x10®
conidios/mL), con 92% de germinaciéon a 24 horas y una pureza estimada de
92.30%. Por otro lado, Garcia, et al., 2006 y Agamez, et al., 2008, utilizaron melaza
para la reproduccién de biomasa de Trichodermas obteniendo valores entre 108 y
10°, sin embargo para obtener un buen crecimiento adicionan levadura
(Saccharomyces cerevisiae) y en otros casos Urea.

El objetivo principal de esta investigacion se basa en encontrar el mejor sustrato
para la produccion de esporas de los hongos Trichodermas en grandes cantidades,
asi mismo, analizar el comportamiento de crecimiento mediante la adicion de
melaza al 5% a los sustratos, donde posteriormente las esporas obtenidas se
puedan aplicar al campo para hacer uso de todos los beneficios que poseen los
hongos del género Trichodermas.



Il. JUSTIFICACION

A lo largo del avance tecnoldgico, los procesos de estudios de la naturaleza, se
realizan con el fin de encontrar sustancias u organismos que puedan ser utilizados
para el beneficio del ser humano, el género de hongos Trichoderma ha sido muy
mencionado por la industria agricola, gracias a sus principales caracteristicas que
ayudan a fortalecer los cultivos.

Gracias a la capacidad de los hongos Trichoderma de facil aislamiento y cultivo,
demuestra también un crecimiento rapido en gran nimero de sustratos, y sumando
la resistencia y persistencia que posee dicho hongo en cultivos y cosechas,
promueve una continua investigacion y analisis en estudios de control biolégico para
las plantas.

Por tanto, por medio de la presente investigacion se prevé obtener un buen nimero
de aislados, que luego seran caracterizados e identificados de ser posible hasta
nivel de especie. La finalidad de esta investigacion, también conlleva demostrar cual
seria el mejor sustrato organico de entre algunos previamente seleccionados (Copra
de coco, olote de maiz, maiz, ademas de arroz como testigo) para la reproduccion
masiva de las especies que fueron identificadas anteriormente, midiendo la
respuesta en namero de conidios por gramo de muestra o por mL de solucion.



[I. OBJETIVOS

3.1. General
Desarrollar el proceso productivo de Trichodermas en la UNI por medio de la
evaluacion de diferentes sustratos organicos para cepas previamente identificadas
por via molecular entre el 2019-2020.

3.2. Especificos
Ampliar la base de aislados de Trichoderma que dispone el laboratorio de

Biotecnologia del PIENSA.

Identificar el material existente de aislados procedentes de muestreos realizados en
la zona de Terrabona, Matagalpa.

Comparar los diferentes sustratos organicos Arroz, Maiz, Olote de maiz, copra de
coco y melaza, con vistas a obtener el mejor de ellos en produccion de esporas para
el desarrollo masivo de la reproduccion de las especies de Trichoderma
previamente identificadas a escala de laboratorio.



Desarrollo de un proceso de Produccion de Trichodermas

V. MARCO TEORICO

5.1 Microorganismos
Los microorganismos se agrupan en dos categorias: Procarioticos y eucaristicos.

En la primera estan las archaeas y las bacterias, y en el segundo estan hongos,
algas y protozoarios (Montafio, et. al., 2010). La amplia variedad de
microorganismos existentes en el mundo, son apreciables gracias a la diversidad
gue se encuentran ya sea por sus caracteristicas macroscépicas y microscopicas
de cada microorganismo existente. Los microorganismos participan en procesos
ecologicos que permiten el funcionamiento de los ecosistemas y también en
procesos biotecnoldgicos que son esenciales para la industria farmacéutica,
alimenticia y médica, dado a que los microorganismos son los principales
responsables de la descomposicion de la materia organica y de ciclaje de nutrientes.
En la Figura 5.1 se muestra un esquema de la evolucién del mundo vivo basado en
la estructura del ARN de los ribosomas.
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Figura 5.1. Esquema de la evolucion del mundo vivo clasificado en el sistema de tres dominios:
Bacteria, Archaea y Eukarya, basada en la estructura del ARN de los ribosomas propuesto por Carl
R. Woese en 1978 (Tortora, et al., 2007).

5.1.1 Clasificacién de los microorganismos
Los microorganismos se clasifican en cuatro grupos: Bacterias (las paredes
celulares contienen un complejo de proteina-hidrato de carbono denominado

LOPEZ-RODRIGUEZ, 18



peptidoglucano), Archaea (presenta pared celular, pero carecen de
peptidoglucano), Eukarya (incluye protistas: mohos mucosos, protozoos y algas y
hongos: levaduras unicelulares, mohos multicelulares y setas) y parasitos (virus);
cada uno de ellos tienen aspectos muy diferentes desde su estructura y morfologia,
hasta la nutricion y reproduccion de ellos (Vargas y Villazante, 2014).

5.1.2 Generalidades de los hongos Trichodermas

En la presente investigacion los microorganismos de interés son los hongos, entre
ellos existen innumerables familias de hongos distintas, principalmente se
encuentran los Trichodermas que es el objetivo principal de la misma. Este hongo
es anaerodbico y habitante natural del suelo, las especies del género Trichoderma
representan un grupo de hongos filamentosos, que de acuerdo con Kulhs, et al.,
1997; Lieckfeldt, et al., 1999; Samuels & Chaverri, 2003; Samuels, 2005 y Jaklitsch,
et al., 2006, la clasificacion taxondmica del género Trichoderma es Reino Mycetae
(Fungi), Division Eumycota, Subdivision Ascomycotina, Clase Euascomycetes,
Orden Hypocreales, Familia Hypocraceae y Género Trichoderma e Hypocrea. Estos
hongos se caracterizan por predominar en los ecosistemas terrestres (suelos
agricolas, pastizales, bosques y desiertos) y acuaticos (Zhang, et al., 2005).

Algunas especies son de vida libre en el suelo, oportunistas, simbiontes de plantas,
y otras son micoparasitas. Ademas, pueden colonizar distintos ambientes, debido a
su alta capacidad reproductiva (Bissett, 1991; Harman, et al., 2004). Los
requerimientos nutrimentales de estos hongos filamentosos son pocos, aunque su
crecimiento es favorecido por la materia organica y su humedad, sin embargo, se
pueden adaptar y sobrevivir en condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad
(Widden y Scattolin, 1988; Jackson, et al., 1991).

De manera particular, los hongos del género Trichoderma se pueden encontrar en
la rizosfera, donde son capaces de competir por nutrientes y espacio con otros
microorganismos. Ademas, este grupo flngico es importante para las plantas, al
contribuir en el control de hongos fitopatbgenos ya que poseen propiedades
micoparasitas y antibibticas, por lo que algunas especies han sido catalogadas
como excelentes agentes de control biolégico de hongos causantes de
enfermedades para diferentes plantas horticolas (Score & Palfreyman, 1994;
Druzhinina & Kubicek, 2005; Avila, et al., 2006), gracias a su capacidad para
excretar enzimas exégenas que les permiten actuar como biopesticidas.

Las cepas de Trichoderma (T) mas comercializadas para el control bioldgico son T.
viride, T. polysporum y T. harzianum, la cudl es la mas utilizada y reportada en la
literatura (Harman, 2000; Avila, et al., 2006). Los hongos del género Trichoderma
tienen el potencial de sintetizar y liberar enzimas como polisacarasas, celulasas,



xilanasas y quitinasas, las cuales se han aprovechado en procesos industriales
(Kubicek & Harman, 1998; Verma, et al., 2007).

La explotacion comercial de estas enzimas es diversa, ya que se emplean para
producir detergente de ropa, aceite de oliva, vino, cerveza, jugos, alimentos para
animales y en la produccion de algunos combustibles (Reese & Manels, 1989;
Galante, et al., 1993; Walsh, et al., 1993; Verma, et al., 2007). Por ejemplo, las
celulasas de T. reesei se utilizan en el blanqueo de pulpa de papel, y son una
alternativa amigable al convencional blanqueo con cloro, evitando el problema
ambiental del cloro generado por dicho proceso (Buchert, et al., 1994). Las especies
del género Trichoderma pueden producir diversos metabolitos secundarios dentro
de los que se encuentran algunas toxinas como la gliotoxina (Brian, 1944; Di Pietro,
etal., 1992) y hormonas de crecimiento como auxinas y giberelinas (Kliefeld & Chet,
1992). Asi, T. harzianum y otras especies del género son capaces de incrementar
el crecimiento de plantas de lechuga (Latuca sativa L.) (Lynch, et al., 1991). Su
papel como promotor de crecimiento vegetal se debe a la capacidad de colonizar
rapidamente las raices de la planta protegiéndolas del ataque de fitopatégenos, lo
gue se traduce en un incremento en el crecimiento y por la exudacion de
fitohormonas o la solubilizacién de fosfatos, Fe, Mn, Mg (Acurio y Espafia, 2017).

Las especies de Trichoderma sp. son muy usadas en el control biolégico de hongos
fitopatogenos, especialmente de aquellos que atacan a partes subterraneas de los
vegetales, ejerciendo un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas
haciéndolas méas vigorosas y con mejor desarrollo del sistema radicular, ademas
aumentan los mecanismos de defensa de las plantas (Vallejo, 2014); por otro lado,
se ha demostrado que Trichoderma sp. también puede controlar nematodos,
permitiendo que los agricultores empleen Trichoderma sp. no solo como hongo
antagonista, sino también como hongo nematéfago, haciendo de esta manera que
los costos del tratamiento de sus cosechas disminuyan ya que solo necesitarian
aplicar un solo tipo de controlador bioldgico que ademas se adapte a las condiciones
ambientales (Infante, et al., 2009).

5.1.3 Caracteristicas de los hongos Trichoderma

e Se encuentra de manera natural en un numero importante de suelos
agricolas.

e Se pueden encontrar en diferentes zonas y habitats, especialmente donde
existe materia organica o desechos vegetales en descomposicién, asi como
en residuos de cultivos.

e Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas densidades de
raices, las cuales coloniza rapidamente. Esta capacidad de adaptacion a



diversas condiciones ambientales y sustratos confiere a Trichoderma la
posibilidad de ser utilizado en diferentes suelos, cultivos, climas y procesos
tecnoldgicos para su reproduccion.

Trichoderma es un hongo anaerobio facultativo.

La mayoria de las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco,
después se torna a verde oscuro o amarillento, como consecuencia de una
densa esporulacion.

Produce tres tipos de propagulos: hifas, clamidosporas y esporas (conidias).
Las esporas son los mas viables de los propagulos empleados en programas
de biocontrol.

Los Trichodermas son capaces de degradar sustratos muy complejos como
almidon, pectina, celulosa entre otros, y emplearlos para su crecimiento
gracias al gran complejo enzimatico que posee (enzimas hidroliticas como
amilasas, pectinasas, celulasas y quitinasas entre otras).

Los Trichodermas asimilan como fuente de nitrdgeno compuesto tales como
aminoacidos, urea, nitritos, amoniaco y sulfato de amonio.

Es un hongo con una alta capacidad de tolerar un amplio rango de
temperaturas, presentando una amplia distribucidon ecolégica. Los valores
Optimos para su crecimiento y esporulacion oscilan alrededor de los 25°C a
30 °C (Papavizas, 1985).

Un factor importante a tener en cuenta durante la reproduccion es la
conveniencia de periodos alternados de luz y oscuridad, que favorecen la
colonizacion del hongo sobre diferentes sustratos solidos (Medina, 2016).

5.1.4 Ventajas de usar Trichodermas

Es importante mencionar que los Trichodermas son una especie que provee mucho
beneficio a la tierra, algunas de las ventajas de utilizar estos hongos son:

1.

4.

Ayuda a descomponer materia organica, haciendo que los nutrientes se
conviertan en formas disponibles para la planta, por lo tanto tiene efecto
indirecto en la nutricion del cultivo.

Estimula el crecimiento de los cultivos porque posee metabolitos que
promueven el desarrollo en las plantas.

Este hongo puede ser aplicado en compostaje (productos obtenidos a partir
de diferentes materiales de origen organico), los cuales son sometidos a
procesos de control bioldgico donde se obtienen altas cantidades de
microorganismos benéficos cumpliendo de esta forma su funciébn como
biofungicida.

Tiene una funcion muy importante de preservacion del medio ambiente al
disminuir el uso de fungicidas quimicos.



5. Favorece la proliferacion de organismos benéficos en el suelo como lo son
otros hongos antagonicos.

6. Se propaga en el suelo aumentando sus poblaciones y ejerciendo control
duradero en el tiempo sobre hongos fitopatdgenos.

7. Tienen un amplio rango de accion y un control eficaz de enfermedades de
plantas o cultivos.

8. Regula patdgenos de la raiz (Phytium, Fusarium, Rhizoctonia) y del follaje
(Botritis, Mildew), etc. (Chavarria, 2016).

5.1.5 Importancia del hongo Trichoderma como agente de biocontrol

Las especies de Trichoderma predominan en ecosistemas terrestres (bosques o
suelos agricolas), tienen bajo requerimiento nutrimental pero relativamente amplio
rango de temperatura (25-30°C) para su crecimiento (Sandle, 2014). Ademas,
poseen alta adaptabilidad a condiciones ecoldgicas y pueden crecer de manera
saprofita, interactian con animales y plantas (Zeilinger, et al., 2016), y se
desarrollan en diversos sustratos, lo cual facilita su produccién masiva para uso en
la agricultura (Ramos, et al., 2008). Es por ello que el estudio de la diversidad de
especies de Trichoderma en diversos habitats naturales, permite ampliar el
conocimiento sobre su aporte biotecnologico, y su importancia ecoldgica y agricola
(Jaklitsch & Voglmayr, 2015; Torres, et al., 2015).

5.1.6 Factores que afectan el crecimiento de los Trichodermas
Los Trichodermas son hongos que, como se dijo anteriormente, crecen en la tierra,
por lo que son capaces de crecer en condiciones de mucho estrés para ellos, ya
gue la tierra no siempre mantiene a la misma temperatura, humedad, etc. Es por
esto que existen diversos factores que afectan el crecimiento de estos hongos, ya
sea para que vivan plenamente en condiciones favorables o en condiciones dificiles.
Los factores mas importantes seran descritos a continuacion.

e Luz: Se sabe que Trichoderma es fotosensible (Domsch, et al., 2008) y se
comporta mejor con condiciones de luz del dia o UV tipo A (366 nm) (Da
Fonseca, 1998). Como reporta Moore, 1996, la luz afecta especificamente la
esporulacion de muchos hongos, de tal forma que puede inhibir o estimular
la produccion de propagulos, y al igual que lo propuesto por este autor, la luz
posee un especial efecto estimulante en la produccion de esporas en algunas
especies de Trichoderma, ya que la exposicién periddica a la luz genera una
distribucion constante y uniforme de conidios en el medio, mientras que la
oscuridad si bien no afecta de manera negativa el crecimiento de este hongo,
no estimula el proceso de produccién de conidios (Betina, 1995; Chavez, et.
al., 2009).

e Humedad: Aunque la luz es un factor sumamente favorable cuando se trata
de la reproduccion del Trichoderma, la humedad es un factor muy importante
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a tomar en cuenta. Segun Villegas, 2019, la alta presencia de humedad y el
riego mejora las condiciones de vida de muchos microorganismos entre ellos
Trichoderma, pasando de un estado latente a uno activo y desarrollandose
Optimamente hasta en un 60 % de plena capacidad del suelo de retencion de
humedad. A porcentajes mayores de saturacion se disminuye la colonizacién
y sobrevivencia por la baja disponibilidad de oxigeno, por lo que es necesario
tener un porcentaje optimo de humedad que no sature el crecimiento del
hongo pero también que sea el suficiente para que se desarrolle plenamente.
e Temperatura: Segun Martinez, et. al., 2013, las temperaturas entre 25y 30 C
estan relacionadas con mayor crecimiento y desarrollo de las especies
Trichoderma, aunque pueden crecer incluso a altas temperaturas de 35 C.

5.1.7 Medios de Cultivo

Un medio de cultivo es una preparacion liquida o sélida utilizada para el crecimiento,
transporte, 0 mantenimiento de microorganismos. Si se desea utilizar para el
crecimiento, deberd contener todos los nutrientes esenciales para ese
microorganismo en concreto. Ademas, se utiliza frecuentemente para seleccionar y
cultivar microorganismos especificos o para facilitar la identificacién de una especie
en particular. En estos casos, la funcion de un medio estara también determinada
por su composicion (Prescott, et al., 2002). Un microorganismo necesita para crecer
nutrientes que le aporten energia y elementos quimicos para la sintesis de sus
constituyentes celulares. Dependiendo de la fuente de carbono que utilizan, los
microorganismos se pueden clasificar en autétrofos si es el CO2 atmosférico
(microorganismos que fotosintetizan) y heterotrofos si utilizan carbono organico. La
férmula elemental de un microorganismo es, aproximadamente C4H7O2N. Lo que
supone que los componentes de las células son: carbono que representa alrededor
del 50% del peso seco, oxigeno (32%), nitrdgeno (14%), fésforo (3%), azufre (en
torno al 1%) y otros elementos traza entre los que se encuentran Fe, K, Mg, Mn, Co,
Mb, Cuy Zn, Ca, Na, Cr, Ni, Se, V, W (Madigan, et al., 2009).

5.1.8 Aislamiento de Trichodermas
El aislamiento es la separacion de un determinado microorganismo del resto de los
microorganismos que lo acompafian, para esto existen diversos métodos de
aislamiento, asi como también medios de cultivo para la reproduccion de
microorganismos.

5.1.9 Metodos de aislamiento

5.1.9.1 Metodo de siembra por estria en placas
Es el método mas facil y mas usado para obtener cultivos axénicos. Para ello, se
toma una muestra de la poblacion mixta y a continuacion se hacen estrias sobre la
superficie de un medio sélido preparado en una placa Petri. Conforme se van
creando estrias en zigzag con el asa, cada vez se van depositando en la superficie



del medio menos microorganismos. El asa se flamea brevemente y se vuelve a
sembrar solo con los restos de microorganismos que ya quedaron en la placa, para
de esta forma obtener colonias separadas (Santambrosio y Ortega, 2009).

5.1.9.2 Método de vertido en placa y extension en placa

En este método la suspension de células microbianas se diluyen antes de su
siembra en placa. Esta técnica se lleva a cabo cuando la muestra contiene muchos
microorganismos, de tal forma que la dilucion no se puede realizar en una sola etapa
donde es posible implementar una serie de diluciones seriadas. Las muestras
diluidas se mezclan con agar fundido y se vierten en placa. Algunas colonias
guedaran embebidas en el agar y otras creceran en la superficie. Las colonias
superficiales se extenderan y serdn mas grandes. Por otra parte, el método de la
extension las muestras diluidas se siembran directamente en la superficie de la
placa de agar, extendiéndolas con ayuda de un asa de digralsky de cristal estéril.
La suspensiéon se absorbe en el agar, dejando las células microbianas sobre la
superficie. En ambas técnicas las placas se incuban hasta la aparicion de las
colonias (Rojas, 2011).

Como en el método de siembra por estria, no existe la seguridad de que las colonias
gue aparecen en las placas sembradas por extension o en el agar solidificado
sembrado por el método del vertido en placas sean cultivos axénicos hasta que se
repita el proceso. Las dos técnicas de siembra por dilucion presentan la ventaja de
gue permiten obtener un mayor namero de colonias aisladas que el método de
siembra por estria, por tanto se eligen cuando se ha de seleccionar una cepa a partir
de una mezcla con varios tipos de microorganismos.

5.2 Identificacion del hongo Trichoderma
La identificacion microbiana es el proceso por el cual se delinean las caracteristicas

importantes de un microorganismo. Una vez establecidas estas caracteristicas el
perfil se compara con los de otros microorganismos caracterizados con anterioridad.
Se utiliza una amplia variedad de métodos y criterios para establecer la identidad
de microorganismos. Estos métodos por lo comdn pueden separarse en dos
categorias generales: caracteristicas genotipicas y caracteristicas fenotipicas
(Forbes, et al., 2007).

5.2.1 Meétodos fenotipicos

Los criterios fenotipicos se basan en caracteristicas fisicas o metabdlicas
observables, es decir la identificacion se realiza mediante el analisis microscopico
de sus estructuras mas que de los genes en si mismo (Forbes, et al., 2007). En la
Figura 5.2 y 5.3 se muestran las caracteristicas microscopicas mas importantes de
los hongos Trichodermas. Las estructuras de sus hifas son similares, sus esporas
pueden ser redondas u ovaladas y su esporangio Unico caracteristico de este
género que son en forma de botella (Sanchez, 2009).



Desarrollo de un proceso de Produccion de Trichodermas

Una de las caracteristicas microscopicas a considerar para la identificacion de
hongos son las siguientes:

e Si se trata de hongos levaduriformes se hace una preparacion entre lamina
y laminilla semejante a la realizada con las bacterias.

e Si se trata de hongos filamentosos la observacion de esporas se realiza por
medio de la prueba de la cinta pegante.

En raras ocasiones se usan colorantes para hongos o la observacion de sus esporas
y estructuras del mismo de hace mediante gota en fresco, el procedimiento es
similar a la de los hongos levaduriformes (Pelzcar, 1997).

Figura 5.2. Caracteristicas microscopicas de los hongos Trichodermas, donde se muestra la forma de
sus hifas, su esporangio y sus esporas (Sanchez, 2009).
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Figura 5.3. Morfologia microscépica de las diferentes especies de Trichodermas. 1: Trichoderma
viride, 2: Trichoderma koningii, 3: Trichoderma harzianum, 4: Trichoderma virens, 5: Trichoderma
polysporum, 6: Trichoderma hamatum, 7: Trichoderma longibrachiatum y 8: Trichoderma
pseudokoningii (Sanchez, 2009)
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5.2.2 Métodos moleculares

Dados los problemas inherentes que presentan los sistemas de identificacion
fenotipicos (no todas las cepas de una misma especie muestran caracteristicas
homogéneas, una misma cepa puede generar diferentes patrones en ensayos
repetidos y también las limitaciones en las bases de datos, entre otros), los métodos
moleculares han surgido como procedimientos complementarios, alternativos o
incluso de referencia a los fenotipicos. Los métodos de identificacibn molecular
implican la caracterizacion de alguna porcién del genoma bacteriano por medio de
técnicas moleculares para el andlisis del ADN o el ARN. Esto por lo general
determina la presencia de un gen o una parte de €l o de un producto del ARN que
es especifico de determinado microorganismo (Fernandez, et al., 2010).

Las herramientas moleculares predominantes que se utilizan, son los métodos de
RFLP (Polimorfismo de longitud fragmentos de restriccion), RAPD (polimorfismo de
ADN amplificado al azar), AFLP (Amplificacibn de fragmentos de longitud
polimérficos) método genotipico basado en la amplificacion de grupos de
fragmentos de ADN selectos, obtenidos a partir de una digestion enziméatica
(Hogers, et al.,, 1995), es una técnica altamente discriminatoria y reproducible,
utilizado en diversos microorganismos (Lieckfeldt, et al., 1999). También se utiliza
la secuenciacion de ADN ribosomal, con las secuencias del trascrito interno (ITS) 1
y 4 de ADN ribosomal, estas se comparan con las ya reportadas en las bases de
datos, en la mayoria de los casos se utiliza el tradicional banco de datos del NCBI
por sus siglas en inglés (National Center for Biotechnology Information), a través del
método BLAST, en el cual se identifican las especies comparando la secuencia con
las ya reportadas y segun el mejor hit o grado de identidad (ej. >98%) se determina
la especie (Druzhinina, et al., 2006). La técnica de identificacion molecular mediante
el andlisis del ARNr 16S y otros genes, se basa en la amplificacion genémica y
secuenciacion de esos genes o sus fragmentos (Figura 5.4). EI medio de cultivo o
las condiciones de incubacion no son factores determinantes, pero si son factores
criticos para la técnica de extraccion del ADN y la amplificacion. Los andlisis
moleculares de ADN implican desde la reaccion de cadena de la polimerasa (PCR
por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction) hasta el analisis bioinformatico
(Rodicio y Mendoza, 2004).

Algunas veces las secuencias ITS no logran una identificacion definitiva, debido a
la falta de polimorfismo en algunas especies. En estos casos se utilizan otras
secuencias como la del factor de elongacion de la traduccion que es usada para
obtener datos sobre la distancia genética mas adecuada entre la especie objetivo y
sus parientes mas cercanos en niveles intercladal o niveles intergrupo del género
Trichoderma (Druzhinina, et al., 2006). Otro gen utilizado es el fragmento codificador
de la segunda subunidad méas grande de la RNA polimerasa Il que cataliza la
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sintesis de ARN mensajero en el ndcleo de las células eucariotas y muestra valiosa
informacion evolutiva (Marwi, 2013).

Aislado microbiano Extraccion de ADN

Amplificacion

de ADN

Secuenciacion .

des ADN ‘ X

GAT ALAYCranY

¥

Je“saoen

> 1=

Andlisis de secuencias Correlacion filogenética

Figura 5.4. Esquema del proceso de identificacién microbiana por via molecular, mediante secuencias
del ADNr (Delgado y Fonseca, 2019).

5.2.2.1 Extraccion de ADN
La aplicaciéon de técnicas moleculares inicia con la extraccion de ADN y la obtencion
exitosa de datos confiables y reproducibles depende, en gran medida, de la
extraccion de ADN integro y puro. La extraccion consiste en el aislamiento y
purificacion de moléculas de ADN y se basa en las caracteristicas fisicoquimicas de
la molécula. EI ADN esta constituido por dos cadenas de nucle6tidos unidas entre
si formando una doble hélice. Los nucleotidos estan integrados por un azucar
(desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada (adenina, guanina, timina
o0 citosina). La union de los nucledtidos ocurre entre el grupo fosfato y el azucar,
mediante enlaces fosfodiéster, dando lugar al esqueleto de la molécula. Las bases
de cadenas opuestas se unen mediante puentes de hidrégeno y mantienen estable
la estructura helicoidal. A lo largo del tiempo se han disefiado distintos protocolos
con la finalidad de obtener una cantidad y calidad de ADN adecuados, asi como
garantizar la eliminacién de inhibidores potenciales que dificulten el tratamiento
posterior de la molécula. Los métodos tradicionales utilizan solventes organicos
para separar a las proteinas del ADN y una vez suspendido en la fase acuosa se
aisla por precipitacion con etanol. Estos métodos requieren preparar soluciones y la
extraccion puede tomar desde unas horas hasta varios dias por los numerosos
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pasos que deben realizarse. En general, los protocolos tradicionales consisten de
cinco etapas principales: homogeneizacion del tejido, lisis celular, separacion de
proteinas y lipidos, precipitacion y redisolucion del ADN (Alejos, et al., 2014). En la
figura 5.5 se puede observar las etapas de la extraccion de ADN esquematizadas.

Etapas de la técnica

Colecta de la muestra

!

Homogeneizacion del
tejido y lisis celular

;_/ \A

Separacion de proteinas Union selectiva del ADN a la matriz
y lipidos inorganica
AL A
Precipitacion del ADN Lavado de la matriz
y W
Redisolucion del ADN Recuperacion del ADN

\é/

Cuantificaciéon del ADN por
espectrofotometria

.l

Almacenamiento del ADN

.t

Colecta de la muestra

Figura 5.5. Etapas de técnica de extraccion de ADN. (Alejos, et. al., 2014).

5.2.2.2 Amplificacion de ADN
El PCR permite amplificar mas de un millébn de veces un ADN obtenido a partir de
una region seleccionada del genoma, siempre y cuando se conozca una parte de
su secuencia de nucleétidos. En un termociclador, el ADN se utiliza como molde
para la amplificaciéon por PCR de una secuencia del ARNr 16S con un rango de
tamafo entre 400-600 pb (o de otro tamafio si se analizan otros genes), con
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oligonucledtidos (primers por su nombre en inglés) de amplio espectro
complementarios a las regiones conservadas, que amplificaria teGricamente el gen
ARNTr 16S en todas las bacterias.

Los oligonucleétidos actian como cebadores para la sintesis in vitro del ADN, la
cual esta habitualmente catalizada por una enzima llamada Taq polimerasa. Dicha
enzima se aisla de una bacteria termdfila, denominada Thermus aquaticus, que es
capaz de crecer a temperaturas elevadas (79-85°C). Ninguno de los
oligonucledtidos o cebadores utilizados en la actualidad se considera totalmente
universal, por lo que no se puede realizar una recomendacion especifica de
cebadores que garanticen la amplificacion de todos los procariotas (Acufia, 2015;
Rodicio y Mendoza, 2004).

5.2.2.3 Secuenciacion de ADN
La secuenciacion es el andlisis del orden exacto de los nucleétidos en una cadena
corta de ADN, actualmente los métodos mas utilizados son el de secuenciacion
automatica y el método enzimatico de terminacion de cadena de Sanger también
conocido por el método didesoxi. Hoy en dia, el método mas usado para la
secuenciacion de acidos nucleicos es el método de Sanger. Sin embargo, es justo
decir que el método de Maxam-Gilbert es el mas adecuado para determinar la
secuencia de fragmentos cortos de ADN, debido a que puede determinar la
secuencia desde la primera base. En cambio, el método de Sanger solo permite la
lectura a partir de la base 10-20, este método se basa en el uso del ADN polimerasa
para sintetizar cadenas de ADN con una terminacion especifica. Con este método
se generan fragmentos de ADN de todos los tamafios posibles que se puedan
distinguir entre si, por el tipo de marcaje que llevan o por la incorporacién de un
terminador especifico (Tahara, et al., 1990).

El andlisis de la secuencia de ADN, es el descubrimiento de similitudes funcionales
y estructurales, y las diferencias entre multiples secuencias bioldgicas. Este analisis
incluye la alineacion de secuencias, la busqueda en la base de datos de secuencias,
el descubrimiento de patrones, la reconstruccion de las relaciones evolutivas, y la
formacion y la comparacion del genoma (Meneses, et al., 2011).

5.2.2.4  Analisis bioinforméatico
La bioinformatica es el campo que se ocupa del manejo y andlisis de los datos
bioldgicos utilizando ordenadores. En el contexto de la gendmica se centra en las
secuencias de ADN y proteinas. Las secuencias de ADN se almacenan en grandes
bases de datos, una de las mas grandes bases de datos gendmicos es la biblioteca
internacional de acidos nucleicos, a menudo denominada GenBank (Prescott, et al.,
2002). El andlisis de secuencias incluye busqueda en las bases de datos,
alineamiento de secuencias, descubrimiento de motivos y patrones en proteinas,
prediccion de genes y regiones promotoras, regulacion, reconstruccién de



relaciones evolutivas, ensamblaje de genomas y su comparacion (Xiong, 2006). Es
por ello que existen diversas bases de datos biologicas y herramientas gratuitas que
permiten buscar, visualizar, editar y analizar secuencias de nucleotidos y
aminoécidos.

Bases de datos bioldgicas

Una base de datos es un archivo computarizado usado para almacenar y organizar
la informacion en registros estructurados, de manera que pueda ser recuperada
facilmente a través de diferentes criterios de busqueda. Para recuperar la
informacion de un registro, conocido también como entry, el usuario especifica una
parte particular de la informacion, con lo cual se recupera el registro completo de la
data (Xiong, 2006).

Actualmente, existen numerosas bases de datos bioldgicas disponibles en la Web.
Una de las primeras bases de datos creadas fue Protein Data Bank (PDB) en el afio
1971, donde se encuentra depositada la informacion de estructuras tridimensionales
de moléculas bioldgicas, incluyendo proteinas y acidos nucleicos, determinadas
mediante cristalografia de rayos X o0 resonancia magnética nuclear. El
entendimiento de la forma de estas moléculas permite deducir el rol de las mismas
en enfermedades, asi como pueden ser utilizadas para el desarrollo de farmacos
(Berman, et. al., 2000). Luego, se crea GenBank en Los Alamos, Nuevo México,
siendo esta una base de datos publica de secuencias de nucleotidos, bibliografia de
apoyo Yy anotacion bioldgica y a partir de 1992 es mantenida por el National Center
for Biotechnology Information (NCBI), el cual forma parte del Instituto Nacional de la
Salud (NIH, por sus siglas en inglés) (Benson, et. al., 2015). GenBank es hoy en dia
una de las colecciones mas completas de datos y anotaciones de secuencias
nucleotidicas de una gran cantidad de organismos. El contenido incluye ADN, ARN
mensajero (ARNm), ADN complementario (ADNc), marcadores de secuencia
expresada (EST, por sus siglas en inglés) y datos crudos de secuencias realizadas
masivamente (Xiong, 2006). Estos son solo dos ejemplos de las numerosas bases
de datos biologicas que existen actualmente.

Analisis de secuencias

El andlisis de la secuencia de ADN es el descubrimiento de similitudes funcionales
y estructurales y las diferencias entre multiples secuencias bioldgicas. Esto puede
hacerse comparando las nuevas secuencias (desconocidas) con las bien
estudiadas y anotadas (conocidas). Cabe destacar que este analisis incluye la
alineacion de secuencias, la busqueda en la base de datos de secuencias, el
descubrimiento de patrones, la reconstruccion de las relaciones evolutivas y la
formacion y comparacion del genoma (Meneses, et al., 2011).



La comparacion de las secuencias del gen ADNr 16S permite establecer relaciones
filogenéticas entre organismos procariotas, de forma similar las regiones ITS y
D1/D2/D3 permite hacer lo mismo en eucariotas. Esto ha traido una gran
repercusion en la taxonomia microbiana, ya que ha dado lugar al sistema de
clasificacion actual que ha permitido la identificacion rapida y precisa tanto de
procariotas como de eucariotas. Las moléculas del ADNr 16S e ITS estan presentes
en todas las bacterias y en todos los eucariotas respectivamente, su analisis es por
tanto, un instrumento de identificacion universal, una de las caracteristicas que las
hace tan atil es que su estructura y funcion han permanecido sin mayores
alteraciones durante un tiempo muy largo, de manera que cualquier cambio en la
secuencia refleja sobre todo cambios aleatorios que ocurren de una forma
suficientemente lenta, de modo que puede aportar informacién acerca de todos los
procariotas a través de la escala evolutiva (Rodriguez, 2013; Rodicio y Mendoza,
2004).

Correlacion filogenética

La filogenia es el estudio de las relaciones evolutivas. Un andlisis filogenético indica
las relaciones evolutivas entre las especies, cuales descienden de ancestros
comunes y cuales son las distancias entre ellas. Los métodos filogenéticos
reconstruyen arboles en los que las ramas y los nodos unen a los diferentes
taxones, que pueden ser especies, individuos, genes, etc. Al recorrer las ramas
desde los nodos terminales hacia el nodo original, recorremos la historia evolutiva
de ese gen u organismo (Acufa, 2015). Los arboles agrupan los organismos, de
manera que todo lo que hay alrededor de un nodo es considerado un grupo
monofilético, es decir, que todo el grupo se originan de un Unico ancestro comun y
por tanto pueden poseer rasgos comunes, cuando se presenta que un grupo
excluye a algunos de sus descendientes se denomina parafilético (Baudalf, 2003).

Los arboles filogenéticos se pueden construir a partir de alineamientos multiples de
secuencias. En este caso se asume que cada posicion en el alineamiento es
homologa, por lo tanto, construir un buen alineamiento es esencial para la resolucion
del arbol. La mayoria de los programas de alineamiento ofrecen una solucién
subdptima (la mejor posible utilizando pocos recursos del sistema), en
consecuencia, resulta conveniente revisar los alineamientos antes de realizar los
arboles. En general los problemas suelen acumularse en las regiones mas variables
en las que hay muchas sustituciones o gaps, en estos casos se podrian estar
incluyendo posiciones que no son homélogas de modo que se estaria introduciendo
una informacién no correcta en el analisis, por consiguiente, la revision de los
alineamientos se ha realizado con programas desarrollados para tal fin. Para la
construccion de arboles filogenéticos a partir de métodos taxonémicos basados en
secuencias, solamente una secuencia es requerida para identificar el organismo en
términos de su tipo filogenético (Acufa, 2015).



5.3  Reproduccién masiva de hongos Trichodermas

5.3.1 Cultivo monosparico

El proceso de identificacion de hongos no se basa Unicamente en caracteristicas
morfologicas, sino también mediante métodos moleculares, donde el objetivo
fundamental es que el cultivo a estudiar sea proveniente de una Unica espora. Los
cultivos monosporicos pueden proporcionar datos adicionales para la identificacion,
y establecer las conexiones entre el estado teleomorfo y el anamorfo, debido a esto
la identificacion de los microorganismos debe incluir la comparacién de ambos
procesos tanto morfolégicos como moleculares (Alvarez, 2011).

5.3.2 Sustratos
Los sustratos empleados para la reproduccion de hongos del genero Trichoderma
en lo posible deben contener todos los elementos necesarios para una adecuada
sintesis del material celular y para la produccién de metabolitos cuando son
requeridos.

5.3.2.1 Arroz

El arroz es el material mas rico en almidon, en torno al 70%. Su contenido en
proteina es bajo (7.3%) pero es rico en lisina (4.1%). Su contenido en ceniza es muy
escaso Yy su aporte en macrominerales practicamente despreciable. Asi mismo, su
contenido en vitaminas es muy bajo. El arroz original es rico en aceite que a su vez
es rico en vitamina E, este aceite tiene un alto contenido en &cido linoléico por lo
gue se enrancia muy facilmente. De aqui que la fraccion grasa del arroz se elimine
y que el grano comercial contenga cantidades minimas de grasa (<0.6%). El
contenido en energia del grano de arroz es elevado, debido a su alto contenido en
almidon y a la ausencia de factores antinutricionales(Chavez, 2006).

La estructura quimica del almidon es relativamente sencilla comparada con otros
sustratos. Esencialmente el almidon estd compuesto de dos polimeros relacionados
en diferentes proporciones: amilosa (16-30%) y amilopectina (68-85%), la amilosa
es un polimero de glucosa unidos por enlaces a-1,4, principalmente en cadenas
lineares. La amilopectina es un polimero de glucosa altamente ramificado
incluyendo también enlaces a-1,6 en los puntos de ramificacion (Raimbault, 1998).
De esta manera el hongo Trichoderma hidroliza el polimero de almidon mediante 77
enzimas como glucoamilasas, a-amilasas, p-amilasas, pululanasas e isoamilasas,
obteniendo moléculas libres de glucosa, las cuales son faciles de asimilar,
permitiendo el crecimiento micelial y la produccién de conidios, al mismo tiempo se
producen acidos organicos producto del desarrollo del microorganismo los cuales
influyen en la disminucién gradual del pH (Otalora, et al., 2001).

5.3.2.2 Maiz
El maiz (Zea mays L.) pertenece a las familias de las Poaceas (gramineas)
originaria y domesticado por los pueblos indigenas en el centro de México desde



hace uno 10,000 afios e introducida a Europa en el siglo XVII, actualmente es el
cereal con mayor volumen de produccion a nivel mundial después del trigo, el maiz
estd compuesto principalmente de almidén 62.6%, proteina 9.2%, agua 12.5%,
lipidos 3.8%, hidratos de carbono 8.4%, entre otros (Tovar, 2008). En Nicaragua, el
maiz representa el 5% de la demanda de cereales, ya que es parte de los once
productos de la canasta basica alimentaria, se cultiva por pequefios y medianos
productores y esta destinada mas que todo para consumo familiar, comercio o
consumo interno del pais. Potencialmente se han identificado 4 zonas aptas para la
produccion de maiz: Rama/Bluefields (zona hameda), Nueva Guinea-Santo
Domingo y Chinandega (zona intermedia), Matagalpa-Jinotega-Rivas-Masaya y
Ledn (zona intermedia) y Esteli-Ocotal-Malpaisillo-Nagarote (zona seca) (Gonzalez,
2018).

5.3.2.3 Olote de maiz

El olote de maiz se encuentra entre las fuentes de recursos no maderables con un
alto contenido de xilanas, por lo que ha sido considerado de interés como fuente
alternativa de diferentes compuestos quimicos de interés comercial o industrial,
entre otras fuentes de biomasa (Samanta, et al., 2012). Es un tejido esponjoso y
blanco que representa la médula donde se almacenan las reservas alimenticias del
cereal. Estd compuesto en base seca por celulosa, hemicelulosa y lignina, en el
cual, segun Saha & Bothast, 1999 el contenido de estas es 45, 35 y 15%,
respectivamente. La hemicelulosa se compone mayoritariamente por xilano de olote
(28-35 % base seca) uno de los heteroxilanos complejos que contiene residuos de
xilosa con enlaces B-1,4 (Saha y Bothast, 1999). El xilano de olote de maiz se
compone principalmente de xilosa (48-54 %), arabinosa (33-35 %), galactosa (5-11
%) y acido glucurénico (3-6 %) (Doner & Hicks, 1997). Estas caracteristicas le
confieren al olote la posibilidad de ser empleado como sustrato.

Las xilanasas fangicas son las mas importantes desde el punto de vista industrial,
debido a que sus actividades extracelulares son mucho mayores que aquellas
provenientes de levaduras y bacterias. Especies de Aspergillus, Penicillium y
Trichoderma son ejemplos de microorganismos que pueden producir isoenzimas
xilanoliticas. El Penicillium es el mayor sapréfito en la naturaleza y numerosas
especies son de particular valor para la humanidad, muchos de ellos constituyen
una rica fuente de enzimas para la biodegradacion del xilano (Knob & Cano, 2010).
Se estima que por cada tonelada de maiz se obtienen 170 kg de olote (CIMMYT,
1995). El alto contenido de hemicelulasas del olote, del cual aproximadamente el
94% corresponde a xilanas, hace muy atractivo este residuo para el desarrollo de
fertilizantes nitrogenados con accion prolongada o de lenta liberacion (Mora, et al.,
2007).



El uso o aplicacion quimica del olote ha estado muy restringido debido a la dificultad
gue existe para acceder a sus componentes (caracter recalcitrante) e incompleta
caracterizacion quimica, asi como la valoracion de sus principales productos
(lignina, celulosa y hemicelulosas). Estos aspectos han limitado su utilizacion y
conducido a la quema del olote como recurso o al esparcimiento de sus residuos a
la intemperie, generando un problema de contaminacion ambiental. Entre los usos
del olote que han sido reportados en la literatura se encuentran la aplicacion como
forraje para ganado, soporte para disminuir la erosion en la tierra y también como
sustratos para la produccion de la enzima xilanasa. Sin embargo, hay pocos
reportes en la literatura sobre su potencial para la obtencién de compuestos
organicos u otros productos de uso industrial (Cordoba, et al., 2013).

5.3.2.4 Copra de coco

La copra de coco es muy versatil para el cultivo de hongos Trichodermas, aporta
aireacion incluso cuando esta saturado de agua y no se descompone con el tiempo
volviéndose acido como ocurre con la turba (Torrez, 2014). Una caracteristica
importante de este sustrato es que proporciona un ahorro del 30% en el consumo
de agua y nutrientes, ademas este sustrato posee una buena capacidad de
retencion de agua y una porosidad adecuada. Este material puede ser reutilizado
hasta por tres ciclos de produccion, incluso, al desechar el material, se puede utilizar
para regeneracion de suelos (Campos, 2009).

La copra de coco se refiere a la parte del mesocarpio del fruto de coco. La copra
esta constituida por una capa externa o cubierta y una interna o xilema. El xilema
posee una alta proporcion de pectina, mientras en la cubierta tiene mayores
concentraciones de lignina, esencialmente son materiales compuestos por celulosa,
hemicelulosa y lignina, segin Rincén, et al., 2016 la composicion de estas es de 36,
19 y 19%, respectivamente. Estas caracteristicas la hacen resistente,
especialmente a la traccion, ademas es muy elastica y de didmetro pequefio en
corte transversal. Otra caracteristica que permite usarlo por mas de un ciclo de
produccion (hasta 3-5 afios) es su resistencia a la degradacién por microorganismo,
ademas de ser muy liviana.

Es un sustrato de buena porosidad, es capaz de retener altos niveles de humedad
sin llegar a saturarse, drenando los excesos y manteniendo una adecuada relacion
aire-agua (Rincon, et al., 2016).

5.3.2.5 Melaza
La melaza es un subproducto del proceso de cristalizacion del jugo de cafia de
azucar, una parte es empleada para la alimentacion animal y otra se utiliza en la
elaboracion de alcohol carburante para la exportacién, entre otros. Es un liquido
denso y negruzco constituido por el residuo que permanece en las cubas después
de la extracciéon de la mayor parte de los azucares de la cafia. Asi mismo, la melaza
es utilizada como sustrato debido a que es de alta pureza y por ende incrementa el



rendimiento y reduce el tiempo de reproduccion (Lesniak, 1999). También, ha
permanecido como una eleccion para ser la fuente de carbono en la produccion de
ciertos hongos. La melaza de cafia ha sido aclamada por ser una materia prima de
bajo costo y con grandes cantidades de azucares en forma de sacarosa, glucosay
fructosa, el inconveniente es que contiene altas concentraciones de metales traza
(calcio, magnesio, manganeso, hierro y zinc) (Beorlegui, 2003), por lo que la melaza
de cafia requiere un pre tratamiento para la reduccion/remocion de los metales traza
(Grewal & Kalra, 1995). La composicion de la melaza de cafia contiene alrededor
de 20% agua, 62% azlcares, 10% de compuestos diversos que no contienen azucar
y 8% de sales inorganicas que incluyen iones como Mn, Mg, Al, Fe y Zn en
proporciones variables (Prescott & Dunn’s, 1987).

5.3.3 Proceso fermentativo

Fermentacion es el término utilizado para describir cualquier proceso para la
obtencion de un producto por medio del cultivo de un microorganismo. El producto
puede ser la célula en si, referida como produccion de biomasa o un metabolito de
un microorganismo. La produccién de biomasa constituye con frecuencia el objetivo
de numerosas fermentaciones; cuando se desea obtener esa produccion es
necesario hacerlo en las condiciones en las que el rendimiento energético sea el
mejor, es decir, en la que haya una oxidacion completa del sustrato por el oxigeno
del aire y en las que toda la energia potencial del sustrato sea liberada y utilizada
por la sintesis (Chavez, 2006).

5.3.3.1 Fermentacion solida

La fermentacién solida puede ser definida como el crecimiento de microorganismos
(principalmente hongos) en materiales sélidos himedos en la ausencia de agua libre
(Chahal, 1985). La habilidad de los microorganismos para crecer en un sustrato
sélido es una funcion de sus requerimiento en cuanto a la actividad de agua, su
capacidad de adherencia y penetracién en el sustrato y su habilidad para asimilar
mezclas de diferentes polisacéaridos, debido a la naturaleza usualmente compleja
de los mismos (Pérez, et al., 2003), este tipo de fermentacién involucra
interacciones de la biomasa microbiana con un sustrato solido humedecido, en este
el microorganismo puede crecer entre los fragmentos del sustrato, por ejemplo,
dentro de la matriz o sobre la superficie del sustrato (Rahardjo, 2001).
Recientemente ha aumentado el interés en este tipo de fermentacién debido a que
pueden obtenerse mayores concentraciones de producto final (Pérez, et al., 2003).
Asi mismo, este procedimiento provee una tecnologia apropiada para el manejo de
residuos agroindustriales siendo una tecnologia eficaz para el desarrollo de varios
bioprocesos y productos incluyendo la produccion de enzimas industriales a gran
escala (Nampoothiri, et al., 2004).

Los microorganismos involucrados en la fermentacion solida, en su mayoria hongos
filamentosos, sintetizan enzimas que degradan sustancias poliméricas en
compuestos facilmente asimilables. Estos mismos microorganismos tienen la



habilidad de convertir los compuestos degradados en enzimas y otro tipo de
productos de utilidad. Los hongos filamentosos se caracterizan por ser organismos
modulares, los cuales crecen por la interaccion de médulos usualmente para
producir un patron de ramificacion, la hifa tubular que emerge de la espora se elonga
en la punta y al mismo tiempo que crece la hifa se van formando nuevas
ramificaciones; por estas y otras propiedades fisiolégicas, enzimoldgicas y
bioquimicas, los hongos filamentosos son los que se encuentran mejor adaptados
para la fermentacion sdlida, el modo de crecimiento hifal les otorga a estos
organismos el poder de penetrar en el sustrato soélido, debido a esto también le
otorga una mayor ventaja sobre los organismos unicelulares durante la colonizacion
del sustrato y el empleo de los nutrientes disponibles. Adicionalmente su habilidad
para crecer a una baja actividad de agua y condiciones de alta presidon osmatica
(alta concentracion de nutrientes) hace de los hongos organismos eficientes y
competitivos para la bioconversion de sustratos sélidos (Pérez, et al., 2003).

La eficiencia y productividad de la fermentacion sélida son afectadas por varios
factores. La caracteristica mas importante es el contenido de humedad del medio,
lo cual diferencia este proceso de los cultivos liquidos. El agua es esencial para el
crecimiento microbiano (Doelle, et al., 1992). Dentro de los factores ambientales
gue afectan el crecimiento microbiano en la fermentacién solida se encuentran:

e Actividad de agua y contenido de humedad del sustrato: el contenido de
humedad es un factor critico en el proceso de fermentacién sélida debido a
gue esta variable tiene influencia sobre el crecimiento, biosintesis y secrecion
de diferentes metabolitos. Un bajo contenido de humedad causa reducciéon
en la solubilidad de los nutrientes del sustrato, y alta tension de agua. Por
otro lado un alto nivel de humedad puede causar una reduccién en la
produccion de enzimas. Generalmente el contenido de agua del sustrato
oscila entre 30-75% (Pérez, et al.,, 2003). La actividad de agua de los
sustratos solidos puede estar significativamente por debajo de 0.99,
especialmente en las fermentaciones solidas donde el agua libre permanece
casi ausente. Esto tiende a favorecer a los hongos filamentosos, los cuales
en su mayoria crecen bien con actividades de agua entre 0.93 y 0.98 (Doelle,
et al., 1992).

e Temperatura: el incremento en la temperatura en la fermentacion soélida es
una consecuencia de la actividad metabdlica cuando el calor removido no es
suficiente (Doelle, et al., 1992). Este afecta de forma directa la germinacion
de esporas, asi como el crecimiento. El nivel de temperatura alcanzado es
una funcioén del tipo de microorganismos, la porosidad, el diametro de las
particulas y la profundidad del sustrato (Pérez, et al., 2003)

e pH:la mediday el control de esta variable en la fermentacion soélida es dificil.
Sin embargo, los sustratos empleados en este proceso usualmente tiene un
efecto buffer debido a su compleja composicion quimica.



5.3.3.2 Fermentacion bifasica

La fermentacion bifasica esta compuesta de dos fases que son liquida y sélida, el
medio liquido empleado en la etapa de produccidon contiene una concentracion
adecuada de carbono y nitrogeno, los cuales son esenciales para el crecimiento de
hongos. En la fermentacion soélida, el sustrato sélido ademas de proveer un area
superficial alta para la aireacion, sirve también como soporte fisico al hongo para la
produccion de estructuras germinativas o conidios aéreos y puede ser usado como
fuente de nutrientes. Dentro de las ventajas de la fermentacion bifasica se
encuentran (Cruz, 2007):

% aumenta la competitividad del hongo de colonizar el sustrato y reducir la
proporcién de microorganismos contaminantes.

% La colonizacién y condicién del sustrato solido por el crecimiento activo del
microorganismo durante la fermentacion, es mas rapida si se compara con
una fermentacion sélida en la cual no se emplea un medio liquido que
favorezca dicho crecimiento.

el uso de un liquido permite que el crecimiento del hongo en el sustrato sélido
sea homogéneo.

X/
L X4

5.3.4 Cosecha de esporas
La cosecha de esporas consiste en separar del sustrato las esporas del hongo y
recolectarlas para su posterior formulacion. La cosecha de esporas puede realizarse
en equipos mecanicos como o en forma manual utilizando tamices mas frotacion,
en que se cosechan pequefias cantidades con fines de ensayos (GOmez, et al.,
2013).

5.3.5 Conservacion del producto final
El producto final ya cosechado es empacado en bolsas de papel craft y sellado, este
producto es afectado principalmente por la humedad, es por esta razon que se
almacenan en dichas bolsas. Las bolsas deben almacenarse en lugares secos y a
temperatura ambiente para que el hongo cosechado pueda mantener su viabilidad
y también que sus caracteristicas permanezcan inalterables (Gémez, et al., 2013).



5.3.6 Aplicaciones de algunos Trichodermas en la agricultura
En la Tabla 5.1 se presentan algunas de las aplicaciones de los hongos
Trichodermas, la mayoria de las referencias consultadas son articulos cientificos
aplicados a la agricultura.

Tabla 5. 1. Aplicaciones biotecnoldgicas agricola e industrial de algunos hongos Trichodermas.

Microorganismos

Trichoderma
harzianum

Aplicaciones
Efecto de la aplicacion de
Trichoderma harzianum para el
control de Rhizoctonia solani en la
variedad arroz INTA N1 bajo
inundacién en Sébaco, Nicaragua.
Produccién masiva de Trichoderma
harzianum en diferentes sustratos
organicos.
Deteccion y cuantificacion de
Trichoderma harzianum, y
evaluacion de su actividad biocontrol
frente a fusariosis vascular del
meldn mediante la aplicacion de
herramientas moleculares.
Produccién de enzimas de
Trichoderma harzianum por
fermentacion de residuos
lignoceluldsicos.

Referencias
e Torres, (2005)

e Michel, et al.,
(2008)

e LOpez, (2011)

e GOmez, et al.,
(2019)

Trichoderma sp.

Trichoderma: importancia agricola,
biotecnoldgica, y sistemas de
fermentacion para producir biomasa
y enzimas de interés industrial.
Trichoderma: su potencial en el
desarrollo sostenible de la
agricultura.

Mecanismos de accién de
Trichoderma frente a hongos
fitopatdégenos.

e Trichoderma sp. Y su funcion en el

control de plagas en los cultivos.
Identificacion Molecular de Cepas
Nativas de Trichoderma sp. su Tasa
de Crecimiento in vitro y
Antagonismo contra Hongos
Fitopatdgenos.

Metabolitos secundarios en
Trichoderma sp. y sus aplicaciones
biotecnolégicas agricolas.

eHernandez, et al.,
(2019)

e Companioni, et
al., (2019)

e Infante, et al.,
(2009)

e Martinez, et al.,
(2013)

e Guigon, et al.,
(2010)

eMesa, et al.,
(2019)




Efecto de Trichoderma sp. y hongos
fitopatdgenos sobre el crecimiento
vegetal y calidad del fruto de
jitomate.

Biocontrol in

vitro con Trichoderma sp.

de Fusarium

subglutinans (Wollenweb. y
Reinking) Nelson, Toussoun y
Marasas y F. oxysporum Schlecht.,
Agentes Causales de la "Escoba de
Bruja" del Mango (Mangifera

indica L.)

Efecto de Trichoderma sp.,
Paecilomyces lilacinus y la inyeccion
de nematicida en el pseudotallo en
el combate de radopholus similis y la
produccion de banano.

Efectos de la cepa nativa de
Trichoderma sp. Y lixiviado de
vermicompost bovino sobre el
crecimiento foliar y contenido de
clorofila en arroz (oryza sativa l.) en
fase de semillero.

eRuiz, et al.,
(2018)

eMichel, et al.,
(2009)

eVargas, et al.,
(2015)

eChavez, et al.,
(2020)

Trichoderma
longibrachiatum

Inoculacién de Trichoderma
longibrachiatum en algodon
transgénico: Cambios en
compuestos fendlicos y enzimas de
estrés oxidativo.

Production of Chitinolytic Enzymes
With Trichoderma longibrachiatum
IMI 92027 in Solid Substrate
Fermentation.

Cinética Enzimatica del Bagazo de
Cafia para la Produccion de Glucosa
Utilizando la Enzima Trichoderma
longibrachiatum.

eGonzalez, et al.,
(2017)

e Kovacs, et al.,
(2004)

e Acevedo, et al.,
(2014)




VI. METODOLOGIA

6.1 Muestreo y aislamiento de microorganismos

6.1.1 Localizacion de estudio

Para este estudio se contaron con 18 muestras de suelo de diferentes areas
proveniente de los departamentos de Matagalpa y Ledn. Su analisis se realizé en el
Laboratorio de biotecnologia del Programa de Investigacion, Estudios Nacionales y
Servicios del Ambiente (PIENSA) de la Universidad Nacional de Ingenieria (UNI),
ubicado en el Recinto Universitario Simén Bolivar, interseccidon Pista Juan Pablo Il
Avenida Universitaria, Managua, Nicaragua, entre las coordenadas 12° 07" 43" de
latitud norte y 86° 16' 12" de longitud oeste. Para la extraccion de ADN gendmico
de los microorganismos seleccionados se contrataron los servicios del Centro de
biologia molecular de la Universidad Centroamericana (UCA) ubicado entre las
coordenadas 12° 07' 30" de latitud norte y 86° 16' 20" de longitud oeste, la
secuenciacion de ADN se realiz6 mediante la compafia Macrogen ubicada en
Seoul, en la Republica de Corea del Sur y la parte experimental a escala de
laboratorio se desarrollé en el laboratorio de biotecnologia del PIENSA-UNI.

6.1.2 Descripcion de los sitios de muestreo

En el municipio de Terrabona, ubicado en el departamento de Matagalpa,
jurisdiccién de la Regién Central del pais entre las coordenadas 12° 43' 49" de latitud
norte y 85° 57' 53" de longitud oeste, se realizd un reconocimiento de la zona
especificamente en la comunidad de Cuajiniquil mediante la cooperativa campesina
de produccién Agropecuaria para determinar los sitios de muestreo, en el municipio
se desarrollan actividades econdémicas como la ganaderia y la agricultura donde se
dan condiciones medioambientales favorables para el crecimiento de especies
microbianas. Por otro lado, se recibieron 10 muestras de suelo provenientes del
laboratorio de hongos entomopatdégenos de la escuela de agroecologia de la
Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua (UNAN), ubicado en el departamento
de Ledn entre las coordenadas 12° 26' 13" de latitud norte y 86° 52' 45" de longitud
oeste.

6.1.3 Toma de muestras

Se deben de tomar en cuenta todas las condiciones desde la recoleccion de las
muestras hasta la culminacién del experimento, debido a que la temperatura,
humedad y duracion de almacenamiento de las muestras afecta la flora microbiana
y también los procesos que en ella intervienen. La toma de muestras se realizo
siguiendo el protocolo usado por Moya, et al., 2014. Para las muestras de suelo se
tomaron 5 submuestras sisteméticas en forma de X de cada una de las éareas
definidas a profundidad de 20 cm aproximadamente, tomando como referencia cada
extremo de la X y el centro. El peso aproximado de cada submuestra tomada fue de
60 g, obteniéndose asi un peso total de la muestra de 300 g, posteriormente, las
muestras fueron llevadas al laboratorio de biotecnologia en bolsas de papel craft
como se muestra en la figura 6.1, para su posterior analisis.
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Figura 6.1. Muestras de suelo provenientes de Terrabona, Matagalpa y Ledn (Fuente propia).

Se obtuvo un total de 18 muestras de suelo, la cual 8 de ellas son provenientes de
Terrabona, Matagalpa y las otras 10 muestras provienen del Laboratorio de Hongos
entomopatdgenos de la Escuela de Agroecologia de la UNAN-LeonN.

6.1.4 Preparacion de medios de cultivos

La preparacion de los medios de cultivo es una metodologia de rutina usada en los
laboratorios para el crecimiento de microorganismos deseados. De manera general,
son ricos en proteinas y aminodacidos, suelen contener algin componente que
favorezca el crecimiento del microorganismo que se desea estudiar, como
vitaminas, sangre, suero, entre otros. Dicha preparacién varia ampliamente
dependiendo del tipo de microorganismo que se desea cultivar y de las
especificaciones del fabricante. Segun las especificaciones del fabricante para el
Potato Dextrose Agar (PDA), Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) y Agar Luria-Bertani
(LB), se agregaron 39, 65y 40 g, respectivamente en 1 L de agua destilada. Una
vez preparado los medios de cultivo se colocaron en un Hot Plate CORNING Mod.
PC-620D hasta llegar al punto de ebullicion, luego se esterilizaron en autoclave
LLAMATO Mod. SQ810C durante 15 minutos a 121°C y una presion de 103.5 kPa
(15psi). Finalmente, se vertieron en placas Petri hasta lograr su solidificacion a la
temperatura del laboratorio (24 °C) (figura 6.2) (Solano, 2006).
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Figura 6.2. Preparacion de medios de cultivo. A: medio de cultivo PDA en su envase, B:
calentamiento a 500°C y con agitacion a 31.42 rad/s del medio de cultivo en el Hot Plate, C:
Dispensacion del medio de cultivo en tubos de ensayo para su posterior esterilizacion en el autoclave
y D: Medio de cultivo solidificado en placas Petri (Fuente propia).

6.1.5 Inoculacion de las muestras
Una vez obtenidas las 18 muestras de suelo se dividieron en 2 lotes de 9 muestras
cada uno, posteriormente se inocularon en medio PDA y SDA aplicando técnicas de
siembra masiva (Acurio y Espafa, 2017). La siembra en los dos medios se realizé
con el fin de obtener un mayor crecimiento de hongos filamentosos, entre ellos los
hongos Trichodermas que son de nuestro interés.

6.1.5.1 Siembra masiva en superficie

Se utilizé la técnica descrita por Acurio y Espafia, 2017, en la cual se tomaron 5 g
de suelo y fueron colocados en Beaker estériles con 50 mL de solucion de cloruro
de sodio al 1%, luego se agitaron suavemente con la ayuda del Shaker SCILOGEX
SK-0330-Pro durante 15 minutos y posteriormente, con el fin de que las impurezas
sedimentaran, se dejo reposar durante 10 minutos; finalmente se tomaron 100 ul de
cada muestra y se inoculé por duplicado en placas Petri con medio PDA y SDA
(figura 6.3), las placas Petri inoculadas fueron colocadas en la camara de flujo
laminar TELSTAR Mod. AV-100 a una temperatura de 28°C durante un periodo de
tiempo de 14 dias, donde fueron analizadas diariamente con el fin de observar el
crecimiento de hongos filamentosos que eran de interés.
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Colonias en superficie

Figura 6. 3. Técnica de siembra masiva en superficie (Madigan, et al., 2009).

6.1.6 Aislamiento microbiano
El aislamiento de los microorganismos se realiz6 en medios solidos PDA para
hongos filamentosos y LB para bacterias, aplicando las técnicas de siembra por
estria para las bacterias y siembra por puncién para hongos filamentosos.

6.1.6.1 Seleccion y purificacion de cepas microbianas

El resultado de la siembra masiva en superficie fueron cultivos mixtos, con los
cuales se procedio a realizar la seleccion, el aislamiento y la purificacion de las
colonias obtenidas de acuerdo a sus caracteristicas macroscopicas y mediante la
observacion al microscopio verificando que se trataba de un cultivo axénico
posterior a su aislamiento. El analisis del cultivo mixto se realiz6 durante 7 dias en
el caso de las bacterias y 14 dias para los hongos filamentosos. Las técnicas
empleadas para la purificacion de las cepas obtenidas fueron, la siembra por estria
para las colonias bacterianas (como parte de un plus de la presente investigacion
se aislaron cultivos bacterianos con el fin de ampliar la base de aislados del banco
de microorganismos del laboratorio de Biotecnologia del PIENSA) y la siembra por
puncion para los hongos filamentosos (Paramo, 2012).

Aislamiento y purificacion de bacterias

Después de 24 horas de inoculadas las placas Petri, se procedi6 a revisarlas con el
fin de observar el crecimiento de bacterias y seleccionar las colonias mediante
caracteristicas morfolégicas macroscoépicas las que eran distintas para proceder a
purificarlas.

El aislamiento y purificacion de las bacterias se realizé en el medio de cultivo Agar
Luria-Bertani utilizando la técnica de siembra por estria (figura 6.4), este
procedimiento se realiz6 en la camara de flujo laminar TELSTAR Mod. AV-100 en
condiciones asépticas. Las placas petri se colocaron en la incubadora MEMMERT
No. Serie: 377010 a 37°C durante 24 horas (Cuervo, 2010). Una vez transcurrido el
tiempo (en algunos casos hasta mas tiempo), las bacterias aisladas fueron
resembradas en una nueva placa Petri, la cual se realizé transfiriendo las colonias
de interés con ayuda del asa de siembra, y en la nueva placa se distribuyeron las
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células con la técnica de estriado en agar, con el fin de obtener un cultivo axénico
puro (Moreno y Albarracin, 2012).

inéculo !

segundo grupo
inicial

deestrias

tercer grupo cuarto
de estrias _ W grupo de’
estrias

Figura 6. 4. Técnica de siembra por estria aplicada para aislar las colonias bacterianas de los cultivos
mixtos ( Madigan, et al., 2009).

Asilamiento y purificacién de hongos

El cultivo mixto obtenido de la siembra masiva se observé durante 14 dias para un
crecimiento completo, las colonias de interés se seleccionaron de acuerdo a sus
caracteristicas macroscopicas y la purificacion de las mismas se llevé a cabo en
medio PDA mediante la técnica de la siembra por puncién con un asa recta, este
procedimiento se realizo en la camara de flujo laminar TELSTAR Mod. AV-100 en
condiciones asépticas. Las placas se incubaron a 28°C en un periodo de tiempo de
3-7 dias. Las resiembras fueron necesarias hasta obtener un cultivo axénico
(Solano, 2006).

6.1.7 Identificacion macro y microscopica de los microorganismos

La identificacién de los microorganismos aislados en este trabajo, se realizaron
mediante las vias morfolégicas y moleculares, de tal forma que los microorganismos
se identifican por género y especie de acuerdo a sus caracteristicas macro y
microscopicas y su analisis bioinformatico. Las pruebas morfolégicas
macroscopicas para la identificacion microbiana, se refieren primeramente a las
caracteristicas fisicas de las colonias tanto de hongos como bacterias, ya sea en la
forma, el color, la consistencia, etc.; mientras que las pruebas morfolégicas
microscopicas, se refieren a las caracteristicas celulares del microorganismo en
cuestion, ya sea tejido celular, esporas, etc., por medio de diversas técnicas
microscopicas como: tincion de Gram, gota en fresco, entre otras (Moya, et al.,
2014).
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6.1.8 Pruebas morfolégicas desarrolladas para la identificacion macro y
microscopica de los microorganismos
6.1.8.1 Tincidén de Gram en bacterias

Las bacterias previamente aisladas se sometieron a una tincion de Gram para la
caracterizacion morfolégica de ellas. Primeramente, se preparo el frotis que se llevo
a cabo con el asa de siembra y esto se dispersé en una gota de agua destilada
estéril en un portaobjetos. Luego se esparcio la solucion homogéneamente en un
pequefio espacio del portaobjetos y se remarca con un marcador el lugar donde se
encontraba la muestra distribuida. Se dejo secar hasta que no hubiese humedad en
el portaobjetos y se comenzd con la tincion. Primeramente, se colocé el cristal
violeta sobre la sefia donde se encuentra la muestra y se dejé reposar por 1 minuto,
luego se remueve con agua y se colocé el otro colorante que es el yodo-lugol por 1
minuto, seguido de este el alcohol-cetona por 20 segundos, y una vez se remueva
el alcohol-cetona después de decolorar la muestra, se distribuyd el colorante de
contraste safranina por 1 minuto. Luego de esto la muestra se dej6 secar y una vez
seco se observo en el microscopio OLYMPUS CH-2 con un objetivo de 100x para
bacterias, utilizando aceite de inmersion para su mejor observacion. Esto permitio
caracterizar las colonias de las bacterias como puede ser su tamafo y forma, y
también caracteriza especificamente en Gram Negativo y Gram Positivo segun el
color que mostraban bajo su observacion morfologica (figura 6.5) (Lépez, et al.,
2014). Esto se realiz6 como un plus de la presente investigacion y con el objetivo
de ampliar la base de aislados del banco del laboratorio de Biotecnologia tanto con
bacterias como con hongos para que puedan ser utilizadas en futuras
investigaciones.
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Extension de una fina capa

de células sobre el porta
Adicién del colorante

lavado y secado

P

Se coloca una gota de aceite
de inmersién sobre el porta y
se observa con el objetivo de
Fijacién por flameado del porta 100X

Figura 6. 5. Técnica de tincion de Gram para bacterias (Tortora, et al., 2007).

6.1.8.2 Teécnica de la cinta adhesiva para la observacion de esporas en
hongos filamentosos

Los hongos filamentosos se dejaron en crecimiento en placas Petri que contenian
PDA en la camara de flujo laminar entre 3 a 7 dias, a una temperatura de 28°C,
seguido de esto se realizé un montaje para la observacion microscoépica de estos,
la cual consistié en tomar una muestra del hongo ya crecido en una porcion pequefia
de la cinta adhesiva y esta se colocé en un portaobjetos. Luego, se observo en un
microscopio OLYMPUS BH-2 con objetivo de 50x para describir sus caracteristicas
morfolégicas como lo son forma de las esporas, esporangio e hifas. Esta técnica
permitié observar las estructuras fungicas casi sin alteracion (Figura 6.6) (Arias y
Pifieros, 2008).
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Figura 6. 6. Técnica de cinta adhesiva para la observacién de esporas en los hongos filamentosos.
A: Toma de esporas del hongo con la cinta adhesiva, B: Fijacién de la cinta adhesiva sobre el
portaobjeto y C: Observacién de esporas en el microscopio OLYMPUS BH-2 con el objetivo de 50x
(Fuente propia).

6.2 Identificacién molecular

6.2.1 Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion
La identificacién de los microorganismos de forma molecular, se realizé mediante
un estudio gendmico, para lo cual se procedié a la extraccion de ADN del
microorganismo, mediante los servicios del Centro de biologia molecular de la
Universidad Centroamericana (UCA). Se le realizo6 el proceso de extraccion de ADN
especificamente a hongos previamente aislados, y que mediante sus caracteristicas
morfoldgicas, apuntan a ser posibles Trichodermas.

Para tal efecto se contd con los servicios del Centro de Biologia molecular de la
UCA. La amplificacion por medio de la técnica de PCR y las reacciones de
secuenciacion, se desarroll6 mediante el analisis de la region ITS (Internal
Transcribed Space), la cual es especifica para hongos filamentosos, con los primers
ITS1 e ITS4 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' y 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (Umafa, et al., 2019; Ruiz, 2014; Flores y Roque,
2017). Los analisis antes mencionados fueron efectuados por la compafiia
Macrogen ubicada en Seoul, en la Republica de Corea del Sur, para luego seguir
con los alineamientos de cada secuencia enviada.

Correccion de errores en los electroferogramas

Las secuencias provenientes de Macrogen llevan errores en la lectura por parte del
equipo ABI, por lo que fue necesario realizar correcciones manuales para dicha
secuencia presente en el electroferograma. En la figura 6.7 se observa un error en
la lectura de la base nitrogenada 597 con respecto al color de la linea donde se
intercepta, en este caso el color verde corresponde a la base nitrogenada Adenina
gue en el codigo genético se representa con la letra A y no una G como lo refleja la
secuencia cruda en el electroferograma.
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Figura 6. 7. Ventana del programa BioEdit v7.0.9 para la correccion manual de bases en la secuencia
(Fuente propia).
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Una vez editadas las secuencias, se guardaron en formato FASTA (figura 6.8). La
calidad de las secuencias estaba definida mayormente por la calidad de la lectura
de la secuencia cruda; por esto, se realiz6 una correccidn minuciosa y precisa para
el correcto analisis bioinformatico, donde se obtuvieron resultados confiables en
términos de identidad del microorganismo. Para los hongos se obtuvieron alrededor
de entre 400 y 600 pares de bases obteniendo la lectura correcta de estos en el
GenBank (Castillo, et al., 2015).
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>F_ITS4.abl

AGGGGGGTTTTCCTTACCTGATCCGAGGTCAACATTTCAGAAGTTGGGTG
TTTAACGGCTGTGGACGCGLCGCGCTCCCGATGCGAGTGTGCAALACTAC
TGCGCAGGAGAGGCTGCGGCGAGACCGCCACTGTATTTCGGAGACGGCCA
CCCGCTAAGGGAGGGCCGATCCCCAACGCCGACCCCCCGGAGGGGTTCGA
GGGTTGAAATGACGC TCGGACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGLGGGLG
CAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATT
ACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCC
GTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTCGAAACGCCTACGAGAGGCGCCGAG
AAGGCTCAGATTATAAAAAAAACCCGCGAGGGGGTATACAAAMAGAGTTT
TGGTTGGTCCTCCGGLGGGLGCCTTGGETCCGGGGCTGCGACGCACCCGGG
GCAGAGATCCCGCCGAGGCAACAGTTTGGTAACGTTCACATTGGGTTTGG
GAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCCCCTACGGAAGGAT
CATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCCAACTGT
TGCCTGGCGGGATTTCTGCTCCGGGTGCGTTCAAGCCCGGACCAGGGLGL
CGCCGGGGGACCAACCCACAACTCTTTTTGTATACCCCCTCGCGGGGTTT
TTTTTTTTATCCCGAACCCTTTTGCGCGCCTCTCGTAGGGCTTTCTAAAC
AAAAAACACAAATCTCTCCCCACGAGACGTCTGTGGTTCTGCCCTTTCAA

Figura 6. 8. Archivo FASTA guardado luego de la correccion de errores (Fuente propia).

Las secuencias corregidas se compararon con la herramienta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) con secuencias que arrojaron ser similares y fueron
reportadas al Gen Bank del NCBI (National Center for Biotechnology Information),
comparando cada secuencia parcial del gen ITS para hongos (figura 6.9).

Secuencias que producen alineamientos significativos Descargar Administrar columnas mostrar | 100

B scleccionartodo 100 secuencias seleccionadas GenBank Graficos  Arbol de resultados de distancia

Maximo  Puntaje CUZIEI‘IE Valor  Por.
e

untaje | total E
> . consulta alent

Descripcion Adhesién

Trichoderma harzianum aislar TV26 espaciador transcrito interno 1, secuencia parcial_5.83 gen de ARN ribosdmico y espaciader transcr 1103 103 100% 0.0 100.00% KP263553.1

Trichoderma harzianum aislado TV22 185 gen de ARN ribosomico, secuencia parcial; espaciador transcrito interno 1._gen de ARN ribos¢ 1103 103 100% 0.0 100.00% KP263550.1

Trichoderma virens aislar el gen de ARNM ribosdémico TV005 185, secuencia parcial,_espaciador transcrito interno 1, gen de ABN ribosémi 1090 1050 100% 0.0 99,66% KX052004.1

Trichoderma harzianum aislado TH004 18S gen de ARN ribosémico, secuencia parcial; espaciador transcrito interno 1._gen de ARN ribos 1090 1050 100% 0.0 9966% KX052003.1

Trichoderma sp. BAB-3269 185 gan de ARN ribasémico, sacuencia parcial;_espaciador transcrito interno 1_gen de ARN ribosdmico 585 1090 1090 100% 0.0 9366% KU5042751

Trichoderma virens cepa WZ-74 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, secuencia parcial,_espaciador transerito interno 1,_gen ¢ 1088 1088 99% 0.0 9966% MNB56238.1

Trichoderma virens cepa WZ-70 gen de ARN ribosémice de subunidad pequefia,_secuencia parcial,_espaciador transcrito interno 1,_gen ¢ 1088 1088 99% 00 9966% MMNBA62341

Figura 6. 9. Fragmento del listado de secuencias reportadas en Gen Bank del NCBI con las que
muestra homologia la secuencia problema (Fuente propia).

Al poner la secuencia trabajada y compararla con otras disponibles en el BLAST se
proporciona diferente informacion que debe ser correctamente analizada. Primero,
sale una seccion donde se obtiene un gréafico que indica el nivel y el tamafio de los
fragmentos alineados junto con un listado en orden decreciente de las secuencias
de microorganismos con los que se muestra la identidad. Seguido de esto, aparece
cada alineamiento de la secuencia problema frente a cada secuencia de otro
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microorganismo, indicando el nimero y porcentaje de bases idénticas. La decision
de secuencias a tomar fue tomada en base al mayor porcentaje de identidad que
estas arrojaban (Bou, et al., 2011).

Alineamiento de las secuencias corregidas

Las secuencias fueron alineadas en el programa BioEdit v.7.2.5, utilizando la
aplicacion Clustalw multiple Aligment incluida en el menud accesory (figura 6.10).
La actividad se basaba en hacer alineamiento multiple de cada secuencia en estudio
con cinco secuencias que se eligieron en el BLAST basados en el mayor porcentaje
de identidad, frecuencia y maximo score (Rodriguez, 2013), tomando en cuenta las
variaciones en las especies que arrojan del Gen Bank. Después de eso, se repiten
los pasos de la comparacién de las secuencias alineadas en el BLAST y se
seleccionan otras cinco secuencias nuevas que se guardan en formato FASTA para
finalmente realizar la construccion del arbol filogenético de los hongos en cuestion.
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Consensus GUGEAGGGATCATTACCGAGTTTACARCTCCCARACCCAATE
FEP263550.1 Trichoderma harzianum[TCTCETTGETEA CORAGCGGRAGEGATCATTACCGAGTTTACALRCTOCCARRCCCARTE
EP263553.1 Trichoderma harzianum TTGETGA- CCACCGGAGEEATCATTACCGAGTTTACAACTCCCARRCCCARTC
ME120584.1 Trichoderma sp. TAGGETGRARCCTGCGEAGGGATCATTACCGAGTTTACRARCTOCCARACCCRAATE
MEBT0378.1 Trichoderma sp. T T AGETGAAC T GCACGGATCATTACCEAGTTTACARCTCCCARACCCAATE
HQ229542.1 Hypocrea lixii ToCETAGETGARCCTECGGAGGGATCATTACCGAGTTTACARCTOCCARACCCRAATE

Figura 6. 10. Ventana del programa BioEdit v7.0.9, utilizando la aplicacion Clustal W Multiple
alignment for versién 1.4 para el alineamiento de la secuencia consensus (secuencia en estudio) con
5 secuencias procedentes del Gen Bank del NCBI (Fuente propia).

6.2.2 Construccion del arbol filogenético

La aplicacibn de MEGAX64 se utilizd para la construccién del arbol filogenético,
usando el método del vecino mas cercano. Se evalud la confiabilidad haciendo
bootstraping de mil repeticiones, teniendo en cuenta que cada rama se debio repetir
como minimo en el 50% de las veces (Rodriguez, 2013). Se crearon archivos en
formato FASTA que contenian las secuencias de estudio y también las cinco
seleccionadas del Gen Bank mediante el programa BioEdit v7.0.9 para cada hongo.
Se abrieron los archivos en el programa MEGAX64 y se utilizaron las herramientas
Align by ClustalW y Phylogenetic analysis para alinear las secuencias y hacer el
analisis filogenético, y finalmente se elabor6 el arbol de relaciones evolutivas o
filogenéticas con la herramienta Construct/Test Neighbor-Joining del mismo
programa.

6.2.3 Conservacion de los microorganismos
Los microorganismos se conservaron usando el método de transferencia periodica
mensual que consiste en inocular las cepas a un medio de cultivo fresco en
intervalos que aseguren la viabilidad de este (Hernandez y Loaiza, 2014). La
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transferencia se realiz6 en medio LB para bacterias y medio PDA para hongos
filamentosos, utilizando las técnicas de siembra en estria y puncién en dependencia
del tipo de microorganismo. Los subcultivos se almacenaron en un refrigerador
FRIGIDAIRE, Mod.FRT143DBLW a una temperatura de 10°C, en placas selladas
con PARAFILM dentro de bolsas con cierre hermético para evitar el exceso de
humedad.

6.3 Preparacion de medios de cultivos (sustratos organicos) y reproduccion
masiva de hongos Trichodermas
Lo primero a tomar en cuenta al realizar la reproduccion, son distintos medios de
sustratos organicos que deben ser metédicamente tratados previo al proceso de
reproduccion en si.

6.3.1 Preparacion y esterilizacion de Tween 80 al 0.1%

Primeramente se esterilizé el cuarto de siembra con luz UV durante 4 horas,
posteriormente se prepard 1000 mL de Tween 80 al 0.1% siguiendo el protocolo
descrito por Camero y Linares, 2013, luego se procedié a calentar la disolucién en
bafio maria hasta que la misma alcanz6 una temperatura constante de 68°C durante
3 horas (Gaitan y Garcia, 1998) y se agité cada 15 minutos. Una vez transcurrido
este tiempo se retird la solucion del bafio maria (figura 6.11), se tap6 con gasas
estériles y se dej6 reposar durante 24 horas en el cuarto de siembra con exposicion
directa de la luz UV sobre la misma, con el fin de completar la esterilizacion.
Finalmente, la solucion fue almacenada en refrigeracion hasta su uso. En el Anexo
1 se puede observar el calculo realizado para la preparacioén del mismo.

Figura 6. 11. Preparacion y clarificacion de TWEEN 80 al 0.1%. A: Toma de muestra de Tween 80,
B: Dilucion de TWEEN 80 con agua destilada y C: Clarificacion de TWEEN 80 al 0.1% en Bafio
Maria a 68°C durante 3 horas (Fuente propia).

6.3.2 Clarificacion de mieles (melaza)
Se preparé melaza al 5%, con un contenido de azucares reductores del 3.73% (Ver
anexo 2) y para su clarificacion se siguid el mismo procedimiento que con la
esterilizacion del Tween 80 (seccion 6.3.1). Antes de almacenar la solucion, se
separdé por decantacion el liquido sobrenadante (solucién azucarada de los
componentes de la melaza) del precipitado (lodos provenientes de la melaza). El
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liguido sobrenadante se depositd en un beaker, se tapd con gasa y papel aluminio
(Gaitan y Garcia, 1998), posteriormente se esterilizd en autoclave durante 15 min a
103.5 kPa (15psi) y una temperatura de 121°C envasado en Erlenmeyers de 500mL.
Finalmente, se dejo enfriar y se almacend en refrigeracion hasta su uso (Figura
6.12).

Figura 6. 12. Clarificacién de melaza. A: Melaza proveniente de un comercio expendedor ubicado
en Nandaime, Granada, B: Solucién de melaza al 5%, C: Clarificacion de melaza en el Bafio Maria
a 68°C durante 3 horas, D. Melaza en reposo durante 24 horas, E: separacion por decantacion de la
solucion azucarada y de los lodos de la melaza y F: almacenamiento de la melaza después de ser
esterilizada en la autoclave (Fuente propia).

6.3.3 Cultivo monosparico
6.3.3.1 Primera siembra de hongos Trichodermas
En esta etapa se realiza la siembra de los hongos Trichodermas identificados en
placas PDA, con el fin de obtener cultivos frescos con un desarrollo éptimo de
crecimiento. El periodo de crecimiento es de 48 horas.

6.3.3.2 Segunda siembra de hongos Trichodermas
Se tomaron los hongos sembrados descritos en la seccion anterior (6.3.3.1.) y se le
agregaron 3 mL de Tween 80 al 0.1% esterilizado removiendo con suavidad las
esporas de los hongos con ayuda del asa digralsky. Posteriormente con una
micropipeta se toma la cantidad de 1 mL de la solucion de la placa y se deposit6 en
un tubo de ensayo que contenia 9 mL de agua estéril. La dilucién obtenida es 10°;
este procedimiento se repiti6 hasta obtener la dilucién 102 y 103, finalmente se
tomaron 0.1 mL de cada una de las diluciones y se sembraron en placas PDA con
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la ayuda del asa digralsky (French y Hebert, 1980). Este procedimiento se realizé
con el fin de obtener una sola espora bien separada de las demas y también
garantizando la siembra por duplicado, previniendo cualquier tipo de contaminacion.

6.3.3.3 Obtenciéon del cultivo monosporico y observacion de crecimiento
radial

Cuando se observé la espora de la segunda siembra descrita en el acapite anterior
(6.3.3.2) se marco la placa con un marcador y con la ayuda de un bisturi se corto
suavemente el medio con la marca, luego el corte de medio obtenido se sembré en
el borde de una nueva placa petri con medio PDA con el fin de observar el
crecimiento radial del hongo. Las placas que contenian el corte de medio con una
sola espora se dejaron creciendo en la camara de flujo laminar TELSTAR Mod. AV-
100 y cada 12 o 18 horas se realizaban mediciones del crecimiento del hongo con
ayuda de una regla y se marcaba la placa con lineas punteadas el crecimiento del
hongo. Este procedimiento se realizd hasta que la placa se llenara totalmente de la
cepa en cuestion. Una vez obtenidas las placas llenas, se procedi6 a realizar varios
cortes en forma de cuadros que contenian crecimiento abundante de la espora
germinada y se sembraron 3 cuadritos en una nueva placa con medio PDA, esto se
realizé con el fin de obtener una placa totalmente llena y esporulada para su
posterior inoculacion en la reproduccion masiva (Goémez, et al., 2013).

6.3.4 Preparacion de antibiético

El objetivo principal del uso de antibitticos es inhibir el crecimiento de ciertos
microorganismos (bacterias), destruyendo o impidiendo su desarrollo vy
reproduccién. Los antibiéticos no afectan al organismo productor, y le ofrecen una
ventaja desde el punto de vista de la supervivencia ya que le permite colonizar
ambientes con mas eficacia y sin la presencia de organismos competidores. Para la
preparacion del antibidtico se disolvidé 1 capsula de amoxicilina MK de 500 mg en
1000 mL de agua estéril (Gémez y Mendoza, 2004).

6.3.5 Preparacion y esterilizacién de sustratos organicos
Este procedimiento se realizé siguiendo la metodologia descrita por Michel, et al.,
2008, tomandose en cuenta que cada uno de los sustratos se manipula de manera
distinta, los sustratos utilizados fueron arroz como testigo, maiz triturado, olote de
maiz triturado y copra de coco triturada, de la cual se pesaron 100 gramos de cada
uno para ambas variantes (sin y con melaza). Para la variante sin melaza el sustrato
pesado se dej6é en remojo durante 15 minutos y posteriormente, se sec6 encima de
papel craft cambiandolo periddicamente por un lapso de 5 horas. Para la variante
con melaza el tiempo de remojo fue de 45 minutos y el proceso de secado fue de
12 horas. Al concluir la etapa de secado, se procedié a empacar los sustratos en
bolsas plasticas, éstas fueron selladas con cintas de tela de algodon, para permitir
aireacion en el interior de la misma. Las bolsas debidamente selladas fueron
sometidas a autoclave LLAMATO Mod. SQ810C por 15 minutos a 121°C y 103.5
kPa (15psi), cuando salieron de ésta se dejaron secar a temperatura ambiente
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durante 13 horas aproximadamente, donde posteriormente fueron inoculadas con
los hongos (Figura 6.13).

Figura 6. 13. Preparacion de sustratos sélidos. A: olote de maiz triturado en remojo durante 45
minutos, B: Maiz triturado en remojo durante 45 minutos, C: Arroz en remojo durante 45 minutos y
D: Sellado con grapas de las bolsas con los sustratos y las cintas de lanilla (Fuente propia).

6.3.6 Inoculacion de los diferentes sustratos para reproduccion de las cepas
Para llevar a cabo la inoculacién se toma en cuenta la diferenciacion de afadirle
melaza al 5% a una variante y a otra no. Cabe mencionar que las esporas que
fueron inoculadas en las bolsas se observaron al microscopio con anticipacion por
medio de la técnica de gota en fresco en un portaobjeto, para asegurarse de la
efectividad del crecimiento de las cepas en los sustratos, ya que tuvieron el tiempo
Optimo para reproduccion en placa petri (Bader, et al., 2020).

6.3.6.1 Sustratos organicos de variante sin melaza
Para esta variante, se realizé el procedimiento descrito anteriormente con los
sustratos (acépite 6.3.5). Una vez se tenian las bolsas autoclavadas y secas, se
procedié a tomar una placa de reproduccién masiva de la cepa en cuestion
proveniente del acapite 6.3.3.3 y se le agregd Tween 80 al 0.1% mas antibidtico,
luego con ayuda del asa digralsky con un angulo de inclinacion de 45° se realizé en
arrastre de esporas suavemente para obtener una suspension concentra, donde
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posteriormente fueron inoculadas en las bolsas que contenian los sustratos
organicos y se dejo crecer durante 21 dias (Michel, et al., 2008).

6.3.6.2  Sustratos organicos de variante con melaza

En esta variante, se tomé en cuenta la humedad que podian tener las bolsas
autoclavadas, por lo que se les estaba agregando mas liquido que en la variante sin
melaza y esto podia desfavorecer el crecimiento de los hongos. Cada sustrato
organico utilizado en el presente trabajo absorbia diferente cantidad de humedad
por lo que el rango de melaza empleada en cada bolsa era de 5-40 mL, cabe
mencionar que la inoculacion tanto de la melaza y del hongo se llevan a cabo el
mismo dia y en el mismo momento. Una vez se terminaron de inocular todas las
bolsas, se dejaron en crecimiento durante 14 dias (Mas, et al., 2019).

6.3.7 Cosecha de esporas

Finalmente, al tener el hongo completamente desarrollado en las bolsas, se
procedio a cosechar cada una de las bolsas que contenian las diferentes cepas de
Trichodermas, para asi tomar en cuenta el valor de esporas por gramo de relleno
gue se obtuvieron en todo el proceso de reproduccion masiva. Para llevar a cabo
este procedimiento se utiliz6 una mezcla que consiste en fécula de maiz con
gelatina simple, con el fin de que las esporas se separen del sustrato y absorban la
humedad, de tal forma que se obtenga un polvilo mayormente de la cepa
Trichoderma sin tanto rastro del sustrato utilizado (Ver figura 6.14).

Figura 6. 14. Cosecha de esporas de los hongos. A: Separacion del hongo del sustrato (Cosecha
de esporas) y B: Obtencion de las esporas de los hongos (Fuente propia).

6.3.8 Cuantificacion de esporas
El conteo de esporas fue realizado en la camara de Neubauer MARIENFELD
Modelo doble, siguiendo el procedimiento descrito por Gémez, et al., 2013. Una vez
cosechada todas las bolsas que contenian las cepas en los diferentes sustratos
organicos, se pesaron 500 mg de cada muestra, se disolvieron en 10 mL de agua
estéril y se agitdé con un vortex SCILOGEX Mod. MX-S, de esta manera se obtuvo
una solucién madre, posteriormente se procedio a realizar diluciones seriadas con
el fin de disminuir la concentracion de esporas, luego se tomo6 una muestra de 10
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ML de la ultima dilucion y se colocoé en la camara de Neubauer MARIENFELD
Modelo doble. Finalmente, se coloco la cAmara de Neubauer MARIENFELD Modelo
doble en el microscopio y se contaron las esporas, tomando en cuenta todas las
esporas que se encuentran dentro del cuadrado y las que se encuentran en las
lineas de borde superior e izquierda, las esporas que se encuentran en las lineas
de borde inferior y derecha no se toman en cuenta (Ver figura 6.16).

El modelo matematico utilizado para la cuantificacion de esporas es el siguiente:

Esporas X V (mL)
gramo 107+ <_> * ( Y (9) )

4
Donde:
X = Media de las esporas contadas del cuadrante medio central.
V = Volumen empleado para obtener la soluciéon madre.

Y = Peso de la muestra.

ST | 1L | @O P QB
5 ) dio

1!
o 1| L&°
I B~ ¢

|

B
o0
L]
S
{
b
%

Figura 6. 155. Vistas al microscopio de la Camara de Neubauer. A: En el cuadrante medio central
es donde se realiza el conteo de esporas, las areas sombreadas con la letra L no se toman en cuenta,
B: Conteo de esporas en uno de los cuadritos que estédn dentro del cuadrante medio central, los
circulos negros son los que se toman en cuentan (parte superior e izquierda) y C: Técnica de conteo
de las esporas (Gémez, et al., 2013).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Los hongos del género Trichodermas se distinguen por su morfologia, alrededor de
30 especies distintas han sido descritas. Sin embargo, el uso de la biotecnologia
vegetal mediante la introduccion de técnicas moleculares en micologia evolutiva en
los dltimos afios ha permitido revelar la existencia de mas de 100 especies distintas
(Druzhinina, et al., 2006; Torres, et al., 2015).

El género Trichoderma en su estado vegetativo presenta micelio con septos
simples. Las especies son haploides y su pared esta compuesta por quitina y
glucano. Se reproducen asexualmente por conidios. Presentan conidioforos hialinos
ramificados, fialides simples o en grupos, conidios de 3 a 5 um de diametro los
cuales presentan un rapido desarrollo en medios de cultivo sintéticos. Posee la
capacidad de producir clamidosporas en sustratos naturales. Estas estructuras
toleran condiciones ambientales adversas y son de gran importancia para la
supervivencia del género en el suelo bajo condiciones desfavorables (Harman,
2001).

La produccion sostenible de alimentos sin afectar el ambiente es un reto para la
sociedad actual que impone transformar los sistemas convencionales de
explotacion agraria en agroecoldgicos en las formas productivas. En este sentido,
la utilizacion de microorganismos para el control de plagas y enfermedades,
constituye una alternativa viable para lograr aumentos significativos en los
rendimientos, calidad de los cultivos y reducir el impacto negativo de los
agroquimicos en el ambiente. Trichoderma se considera uno de los antagonistas de
hongos fitopatégenos mas utilizado en la agricultura moderna (Companioni, et al.,
2019).

El presente trabajo se orienté especificamente a aislar, identificar y reproducir
masivamente hongos del género Trichoderma para ser aplicados posteriormente a
la agricultura. El seguimiento de los objetivos propuestos para esta investigacion en
correspondencia con la metodologia detallada con anterioridad, permitié arribar a
los siguientes resultados.

7.1 Muestreo y aislamiento

7.1.1 Toma de muestras
Los muestreos se efectuaron el 27 de junio del 2016 en Ledn y el 21 de noviembre
del 2019 en Terrabona, Matagalpa. Del muestreo realizado en Terrabona,
Matagalpa, se obtuvieron 8 muestras de suelo. Como resultado se recolectaron un
total de 18 muestras de suelo, las cuales se detallan a continuacion en la Tabla 7.1.



Tabla 7. 1. Resumen de las muestras de suelo provenientes de Terrabona, Matagalpa y Ledn con

fecha y area de muestreo (Fuente propia).

Muestra

Fecha de

Area de

Ubicacion de

muestreo muestreo muestreo
Cultivo de tomate Terrabona,
: 21/11/2019 (area infectada) Matagalpa
2 21/11/2019 | Cultivo de pipian Terrabona,
Matagalpa
: Terrabona,
3 21/11/2019 = Cultivo tomate Matagalpa
4 21/11/2019 | Cultivo tomate Terrabona,
Matagalpa
5 21/11/2019 = Cultivo pepino Terrabona,
Matagalpa
6 21/11/2019 | Cultivo de tomate Terrabona,
Matagalpa
7 21/11/2019  Cultivo de tomate Terrabona,
Matagalpa
8 21/11/2019 | Area de ganado Terrabona,
Matagalpa
9 27/06/2016 Bosque Finca Sant,a Cecilia,
Leon
10 27/06/2016 Cafa Finca Sant'a Cecilia,
Ledn
. Finca Santa Anita
11 27/06/2016 Maiz viil, Leon
Ledn Finca San
12 27/06/2016 Bosque José de los Marios,
Leon
13 27/06/2016 Bosque Finca Toro Blanco,
Leon
14 27/06/2016 Bosque Teca Finca qunltosrde
San Luis, Lebdn
Finca Llanitos de
= 27I06/2016 Bosque Roble San Luis, Leon
16 27/06/2016 | Bosque Eucalipto Ledn
17 27/06/2016 Bosque Bambu Finca Llc_)(;séﬁngeles,
18 04/07/2016 Cafia Finca Aguas
Calientes, Ledn
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7.1.2 Inoculacion de las muestras

El suelo representa una mezcla compleja de fracciones orgéanicas e inorganicas con
agua y organismos vivos. Las fracciones organicas se componen de material de
plantas en diferentes fases de descomposicién, raices vivas, exudados,
microorganismos, pequefos invertebrados y contenidos intestinales. Por esta
razon, el suelo alberga una parte considerable de la biodiversidad total de hongos,
y no existe ninguna estimacion confiable del nimero de especies de hongos del
suelo (Hawksworth, 1991; Hawksworth & Rossman, 1997).

Una vez obtenidas las muestras de suelo en el laboratorio fueron inoculadas a como
se describio en la metodologia (seccidn 6.1.5), obteniéndose cultivos mixtos donde
las colonias de microorganismos surgieron desde las 24 horas después de
inoculadas, en el caso de las bacterias y hasta 14 dias para hongos filamentosos
(Paramo, 2012). De estos cultivos mixtos, se aislaron varios cultivos axénicos de
interés para este trabajo. En la Figura 7.1 se observa los resultados obtenidos a
partir de la inoculacion de las muestras.

Figura 7. 1. Inoculacion de muestras de suelo. A: Agitacién de las muestras de suelo a 130 rpm
durante 15 minutos, B: Siembra de muestras de suelo en placa Petri con medios PDA y SDA, C:
Crecimiento bacteriano en placas Petri a las 24 horas después de inoculadas las muestras, D:
Obtencion de Cultivo Mixto a los 4 dias después de inoculadas las muestras en las placas Petriy E:
Obtencion del cultivo axénico a partir del cultivo mixto (Fuente propia).
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7.1.3 Aislamiento y purificacién de microorganismos
Aplicando las técnicas de siembra por estria y por puncién de microorganismos, se
logré recolectar un total de 36 microorganismos puros aislados, entre ellos 7
bacterias y 29 hongos filamentosos. Dentro de los hongos filamentosos se
encontraron 6 posibles hongos del género Trichoderma, los cuales se detallan a
continuacion en la Tabla 7.2 (aislados de Terrabona, Matagalpa) y 7.3 (aislados de
Ledn).

Estas tablas (Tabla 7.2 y 7.3) arrojan resultados de que solo en las muestras de
Terrabona, Matagalpa se encontraban hongos filamentosos con caracteristicas
similares a las de los Trichodermas. En el Anexo 3 se representa la descripcion del
cédigo de aislamiento de los microorganismos y en el Anexo 4 y 5 se enlista la
codificacion de cada cultivo puro aislado en Terrabona, Matagalpa y en Ledn,
respectivamente. Por otro lado, las muestras tomadas en el departamento de Leon,
no arrojé ningun cultivo axénico parecido a como se describen los Trichodermas
macroscopicamente, encontrandose en su mayoria hongos del género Fusarium,
este hongo es un patdgeno facultativo con alta capacidad de sobrevivir en materia
organica y que a la vez tiene la capacidad de atacar la planta cuando esta sufre
algun tipo de desbalance (Michielse y Rep, 2009). Tiene la capacidad de sobrevivir
por largos periodos en el suelo, debido a sus estructuras de resistencia
denominadas clamidosporas, lo que vuelve inefectiva la rotacion de cultivos a corto
plazo (Lacy, et al., 1996, Daugovish, et al., 2008). Las muestras procedente de
Terrabona, Matagalpa presentaban las condiciones necesarias para el crecimiento
de hongos del género Trichoderma y de otros hongos en cuestion, debido a que
estas muestras fueron analizadas inmediatamente después de realizado el
muestreo, lo que permitio el aprovechamiento de todos los nutrientes de las mismas
encontrdndose una gran variedad de microorganismos, mientras que las muestras
provenientes de Ledn llevaban mucho tiempo almacenadas en el laboratorio de
hongos entomopatdégenos de la escuela de agroecologia de la Universidad Nacional
Auténoma de Nicaragua (UNAN), debido a esto las muestras perdieron condiciones
de crecimiento (humedad, materia organica, etc.), es por esta razén que no se
encontraron microorganismos de interés (hongos Trichodermas) para esta
investigacion.


https://www.redalyc.org/journal/436/43654703006/html/#B20
https://www.redalyc.org/journal/436/43654703006/html/#B14
https://www.redalyc.org/journal/436/43654703006/html/#B6

Tabla 7. 2. Consolidado de los cultivos axénicos bacterianos y flngicos aislados procedente de las
muestras de Terrabona, Matagalpa y su respectiva codificacién (Fuente propia).

Procedencia Codigo de la EEWEHES Otros Posibles
de la : Hongos .
muestra INHEGES ) Trichodermas
muestra Aislados
Cultivo de
tomate TG 1
Cultivo de TGl 1
pipian
Terrabona TG-llI 1
Cultivo TG-IV 1
tomate
Cultivo
i TG-V 3 1
Cultivo de TG-V]
tomate
Cultivo de
tomate TG-VII 4 2 3
Area de TG-VIIl 2
ganado
TOTAL 19

Tabla 7. 3. Consolidado de los cultivos axénicos bacterianos y fungicos aislados procedente de las
muestras de Ledn y su respectiva codificacion (Fuente propia).

Procedencia Otros Posibles

Cdédigo de la Bacterias

dela muestra INHEGES Hongos Trichodermas

muestra Aislados
Finca santa
Cecilia, LBM1
Bosque
Finca santa
Cecilia, Cafa
Finca santa
Anita, Maiz
Ledn Finca
San José de
los Marios,
Bosque
Finca Toro
Blanco, LBM5 1
Bosque
Finca
Llanitos de

LCM2 1

LMM3 3

LBM4 1 3

LBTMG6 3
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San Luis,
Bosque Teca
Finca
Llanitos de

San Luis, LBRM7
Bosque
Roble
Bosque
Eucalipto
Finca Los
Angeles,
Bosque
Bambu
Finca Aguas
Calientes, LCM10
Caina

LBEMS8 2

LBBM9 3

TOTAL 17

Para lograr una buena identificacion de los microorganismos basandose en sus
caracteristicas morfolégicas es necesario obtener un cultivo aislado totalmente
puro. A continuacién, en la Figura 7.2 se muestra un pequefio fragmento de los
microorganismos aislados puros provenientes de ambos lugares de muestreos
(Terrabona, Matagalpa y Ledn), tanto de hongos filamentosos como de bacterias.
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Figura 7. 2. Representacion de los cultivos axénicos. Al: Aislado bacteriano procedente de Ledn
con el codigo LBM4-21, All-Alll: Aislados bacterianos procedentes de Terrabona, Matagalpa con los
cédigos T7P-21 y T3S-21, BI-Bll: Aislados de hongos filamentosos procedentes de Terrabona,
Matagalpa y posibles Trichodermas con los codigos 77TG-14 y 12TG-21 y BIlll: Aislado de hongo
filamentoso procedente de Ledn con el codigo 23LC-12 (Fuente Propia).

En la Figura 7.2 se puede observar el crecimiento en placa de diferentes cultivos
axénicos tanto de bacterias como de hongos, de tal forma que se denoten
correctamente los distintos cultivos puros que se obtuvieron. Se observan en la
parte superior tres bacterias y en la parte inferior tres hongos filamentosos. Mau, et
al., 2011, aisl6 una biomasa microbiana muy diversa de suelos provenientes de una
estacion bioldgica llamada “Rio Macho” ubicado en Cartago, Costa Rica. Los
separaron en grupos morfotipos de Gram negativos, Gram positivos esporulados,
Gram positivos no esporulados y bacterias filamentosas. En la presente
investigacion se aislaron microorganismos bacterianos que provenian de las
muestras a analizar, sin embargo, no contribuye a la misma como tal, sino, a
investigaciones futuras que se pueden llevar a cabo en la institucion. Era importante
tomar en cuenta todo lo que se lograra obtener durante el procedimiento de
aislamiento y esto cumple con el primer objetivo de la investigacion, el cual es
ampliar la base de datos de microorganismos del laboratorio de biotecnologia del
PIENSA y debera considerarse como un plus a la luz de la presente investigacion.
Todas las bacterias aisladas (7 en total) obtenidas en cultivo axénico se encuentran
en el Anexo 6.
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El género Trichoderma es un grupo de hongos aislados comunmente del suelo que
se producen asexualmente, muchas cepas crecen eficientemente en medios sélidos
o liquidos y en un amplio rango de temperaturas, ademas son relativamente
tolerantes a humedades bajas y tienden a crecer en suelos acidos (Harman, et al.,
1981). Esto proporciond la respuesta a la obtencion de hongos entre los
microorganismos aislados, que contenian caracteristicas de ser particularmente
Trichodermas, con su morfologia en el crecimiento (vista en placa y al reverso) asi
como también su observacion de las esporas al microscopio.

7.1.4 Pruebas morfolégicas desarrolladas para la identificacion microbiana
7.1.4.1 Identificacion de bacterias

Los rasgos morfolégicos (estructurales) han ayudado a los taxonomistas por
muchos afos a clasificar microorganismos. Los microorganismos superiores tienen
rasgos anatémicos tan diferentes que pueden ser facilmente utilizados en su
clasificacion, pero con respecto a los microorganismos, éstos lucen bajo el
microscopio tan similares que se dificulta su clasificacion. Es decir, estos
microorganismos que se ven tan parecidos bajo un microscopio, pueden diferir en
propiedades bioquimicas, fisioldgicas y/o seroldgicas. Sin embargo, aun cuando la
morfologia celular dice poco sobre las relaciones filogenéticas, sigue siendo Gtil para
la identificacion bacteriana. Se realizaron registros de los resultados que se
obtuvieron al hacer tinciones de Gram a bacterias previamente aisladas en este
trabajo, de tal forma que lo podemos ver a continuacion (Rosas, 2015). En la Figura
7.3 se observan cultivos bacterianos puros con su respectiva tincién de Gram para
clasificarlas como bacterias Gram positivas o negativas, el total de los
microorganismos bacterianos obtenidos se pueden observar en el Anexo 6, asi
mismo, en el Anexo 7 se pueden observar sus caracteristicas morfolégicas macro
y microscopica.
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Figura 7. 3. Morfologia macroscépica de las bacterias en placa Petri y su observacion microscopica
con objetivo de 100x de la tincion de Gram. Al-All: Bacteria Gram positiva, BI-Bll y CI-Cll: Bacteria
Gram negativa (Fuente Propia).

En la Figura 7.3 se observa la morfologia macroscépica y microscépica de algunas
bacterias aisladas en el presente trabajo. Al-All: Bacteria Gram positiva de colonias
medianas de color amarilla con pigmentacién del medio de color verdosa, brillante
y cremosa, de forma puntiforme y bordes redondeados. BI-Bll: Bacteria Gram
negativa de colonias pequefias, planoconvexas, traslucida amarillenta, brillantes y
cremosas, de forma puntiforme y bordes redondeados. CI-Cll: Bacteria Gram
negativa de Colonias pequefias, superficie convexa, de colores fucsia, brillantes y
cremosos, de forma de puntiforme y bordes redondeados. Ninguna de las bacterias
aisladas en esta investigacion fueron identificadas dado que no era de interés la
caracterizacion de ellas, pero si fue importante su respectivo control como cultivo
axénico gracias a que esto cumple con el primer objetivo en el trabajo el cual es
ampliar la base de datos de microorganismos del laboratorio de biotecnologia del
PIENSA.

7.1.4.2 ldentificacion de hongos
La identificacion y clasificacion de los hongos filamentosos preliminarmente esta
basada en sus rasgos estructurales y morfolégicos. Algunos hongos tienen una
apariencia tan caracteristica que pueden ser identificados facilmente, pero en la
mayoria de los casos se requiere observar una preparacion del hongo al
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microscopio y estudiar sus caracteristicas tales como morfologia de las hifas,
ramificaciones, tipos de esporas, esporangio, etc. (Cardenas, 2012).

En la Figura 7.4 se puede observar un pequeiio fragmento de los hongos
filamentosos obtenidos (un total de 29) los cuales fueron clasificados segun sus
caracteristicas microscépicas. Dentro de ellos se seleccionaron 6 hongos como
“posibles Trichodermas” para su posterior identificacion molecular. El resto de
hongos filamentosos no identificados y su respectiva observacién al microscopio se
puede observar en los Anexos 8, 9y 10.

Figura 7. 4. Morfologia macroscépica de hongos filamentosos provenientes de Terrabona,
Matagalpa y su observacién microscopica de sus esporas con objetivo de 50x. Al-All: Posible
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Trichoderma con el cédigo 77TG-14 y sus esporas en forma semi ovalada, BI-Bll: Posible
Trichoderma con el cddigo 72TG-11 y sus esporas en forma redonda, CI-CllI: Posible Trichoderma
con el cédigo 12TG-21 y sus esporas en forma ovalada, DI-DIl: Posible Trichoderma con el cédigo
77TG-21 y sus esporas en forma ovalada, Alll-Blll: Cédigo del hongo 51TG-15 y sus esporas en
forma redonda y CIII-Dlll: Cédigo del hongo 20TG-01 y sus esporas en forma ovalada (Fuente

propia).

Enla Tabla 7.4 se describen las caracteristicas morfolégicas macro y microscopicas
mas comunes observadas en cada uno de los hongos que se aislaron previamente
en las muestras procesadas utilizadas en este trabajo y se identificaron
correctamente. Para los hongos restantes no identificados sus caracteristicas
morfologicas se pueden ver en Anexos 11, 12 y 13. Paramo, et. al., 2011, en una
extraccién de biopeliculas de monumentos patrimoniales, obtuvieron un total de
mas de 40 aislados de hongos filamentosos.



Tabla 7. 4. Caracteristicas Macro y Microscépicas de los hongos filamentosos aislados de
Terrabona, Matagalpa (fuente propia).

Caracteristicas morfoldgicas de hongos filamentosos
Observacion

Observacion macroscopica

Caédigo microscoépica
Cultivo en placa . Forma de las
Aspecto del micelio
Anverso Reverso esporas
Cremay Colonia polvosa,

Verde y contorno
20TG-01 | blanco, pigmentos
blancos.

contornos mas crecimiento limitado a
claros, pigmentos | los puntos de siembra
claros. y consistencia seca.
Colonia polvosa, forma
circular, crecimiento
limitado a los puntos Redonday lisa.
de siembra y
consistencia blanda.
Colonia algodonosa,
forma circular,
crecimiento invasivo
en la superficie del
medio y consistencia
blanda.
Colonia algodonosa,
forma circular,
Verde con blanco | Crema con centro  crecimiento invasivo
y centro marron. claro en la superficie del
medio, consistencia
blanda.
Colonia algodonosa,
forma circular,
Blgnco con Crema con centro crecimiento inyasivo '
12TG-21 amarillo y centro 0SCUTO en la superficie del Ovaladay lisa.
marrén. medio, consistencia
blanda y viscosa en el
centro.
Colonia algodonosa,
crecimiento invasivo
77TG-21 | Blanco con verde. crema en la superficie del Ovaladay lisa
medio, consistencia
blanda.

Ovalada y lisa.

Verde y contorno = Crema con cetros

51TG-15
blanco. OSCUros.

Blanco con verde y Cremay
727G-11 centro de color contornos mas
maurron. OSCUros.

Redonday lisa.

77TG-14 Semi ovalada y lisa.

En los hongos filamentosos se observo la forma de las esporas y la estructura del
esporangio caracteristico de los hongos Trichoderma que son en forma de botellas,
muchas veces se tiende a confundir con los hongos Penicillium por lo que el



crecimiento en placa es muy similar a la de los Trichodermas, sin embargo, la
observacion al microscopio es fundamental ya que esta denota correctamente las
esporas de los hongos que se tienen y ahi si difieren los esporangios de los hongos
Penicillium contra los esporangios de los hongos Trichoderma, mientras los
primeros son en forma de arbol, con un tronco y todas las esporas en forma de
racimos en el final del mismo, los Trichodermas tienen ramificaciones que terminan
en forma de patas de gallo, con tres separaciones y cada una con forma de pico de
una botella (Figura 7.5).
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Figura 7. 5. Observacién al microscopio con objetivo de 50x de hongos filamentosos. A:
Corresponde al esporangio del hongo 51TG-15 (Penicillium Oxalicum) y B: Corresponde a las hifas
del hongo 72TG-11 (Trichoderma harzianum) (Fuente propia).

Rojas, et. al., 2017, aislo un total de 26 cepas nativas de Trichoderma a partir de
muestras de suelo de cultivo de esparrago, ubicadas en la empresa Agroindustrial
Camposol, S.A., Chao, Peru. Por otra parte, Paramo, et. al., 2011, en la cantidad de
aislados que obtuvo de monumentos patrimoniales logro aislar e identificar que, en
las biopeliculas muestreadas en ese momento, coexistian géneros como: Fusarium,
Penicillium, Alternaria, Cladosporium, Mucor, Trichoderma, entre otros. Por lo que
se corrobora con la bibliografia antes mencionada que la cantidad de aislados y la
identificacion de las especies microbianas esta en dependencia del lugar donde
provienen las muestras que se estén analizando y los medios de cultivos empleados
para establecer las condiciones de trabajo en general de dicho proceso.

Debido a que los posibles hongos Trichodermas aislados de las muestras
provenientes de Terrabona y Ledn fueron pocos (6 seleccionados como posibles
Trichodermas), se completé un lote de 12 muestras con los microorganismos
existentes en el laboratorio de biotecnologia del PIENSA (Figura 7.6) para cumplir
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con el segundo objetivo de esta investigacion el cual corresponde a la identificacion
de los microorganismos previamente aislados. En la Tabla 7.5 se observa la
procedencia de los trabajos a partir del cual se aislaron los otros 6 hongos
seleccionados como posibles Trichodermas, la seleccion se baso principalmente en
el andlisis de sus caracteristicas morfolégicas macro y microscopicas y lugar de
procedencia, al igual que con los hongos que fueron aislados en este trabajo.

I

e N

Figura 7. 6. Morfologia macroscopica de hongos filamentosos provenientes del banco de
microorganismos del laboratorio de Biotecnologia del PIENSA-UNI y su observacion microscopica
de las esporas con objetivo de 50x. Al-All: QIVD-12 y sus esporas en forma ovalada, Alll-AIV: T2y
sus esporas en forma redondas, BI-Bll: CIXD-07 y sus esporas en forma redonda, BllI-BIV: CIXD-
08 y sus esporas en forma semi ovalada, CI-Cll: MIVD-08 y sus esporas en forma redonda y ClII-
CIV: M5-3 y sus esporas en forma semi ovaladas (Fuente propia).
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Tabla 7. 5. Resumen de la seleccion de posibles hongos Trichodermas del laboratorio de
Biotecnologia del PIENSA con sus respectivas caracteristicas macro y microscopicas que fueron
enviados al laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Centroamericana (UCA) (Fuente

propia).
Cbédigo de  Procedenciade la Documento de i
) Caracteristicas del hongo
muestreo muestra referencia
e En el anverso es de color verde
oscuro con blanco y el en reverso
tiene pigmentacién amarillenta
Bioprospeccion difusible en el medio.
Reserva natural el microbiana para el e Colonia aterciopelada, forma
CIXD-08 Chocoyero-EIl Brujo desarrollo de circular, plana, extendida, sin
de Ticuantepe. aplicaciones margen, crecimiento invasivo en la
ambientales. superficie del medio y consistencia
seca y mucoide.
Sus esporas son semi ovaladas y
lisas.
¢ En el anverso es de color verde
oscuro con blanco y el en reverso es
Bioprospeccion crema con puntos negros.
Reserva natural el microbiana para el ¢ Colonia aterciopelada, forma
CIXD-07 Chocoyero-EIl Brujo desarrollo de circular, plana, extendida, sin
de Ticuantepe. aplicaciones margen, crecimiento invasivo en la
ambientales. superficie del medio y consistencia
seca y mucoide.
e Sus esporas son redondas y lisas.
Bioprospeccion ¢ En el anverso es de color verde con
microbiana dirigida a blanco y el en reverso es crema con
identificar centro mas oscuro.
Planteles mineros, microbiologica y ¢ Colonia algodonosa, forma circular,
MIVD-08 La libertad- molecularmente plana, extendida, margen
Chontales. microorganismos de desflecado, crecimiento limitado a
utilidad agricola e los puntos de siembra y consistencia
industrial en blanda.
Nicaragua. e Sus esporas son redonda y lisa.
Caracterizacion y
Tr(iacvhaggz(r:rlr?gsdsepp ¢ En el anverso blanco y el en reverso
es crema.
: . como promotor de ¢ Colonia algodonosa, forma circular
T2 Rizosfera de azucar | crecimiento vegetal e ' ’

y platano, Ledn.

inhibidor de hongos
fitopatdogenos
asociados al tomate
(Solanum
lycopersicum) y

plana, extendida, crecimiento
invasivo en la superficie del medio y
consistencia blanda.
e Sus esporas son redonda y lisa.




chiltoma (Capsicum
annuum) (Tesis en
publicacion).

Quesera artesanal,

Bioprospeccion
microbiana dirigida a
identificar
microbiolégica y

¢ En el anverso es de color verde y
pigmento amarillo difusible en el
medio y el en reverso es amarillo
intenso y pigmento difusible en el

medio de color amarillento.

¢ Colonia granulosa, forma circular,

QIVD-12 La libertad- molecularmente lana. extendida. sin margen
Shlsiiles TIBEBERNIINGS Cf cre(F:)imier’lto invasivo’ en la sugI en;icie
TTEER] EEEe G del medio y consistencia sgca
industrial en ymucoi de y
Nicaragua. : .
e Sus esporas son ovalas y lisa.
Caracterizacion y
evaluacion de
Trichodermas spp ¢ En el anverso es de color blanco
como promotor de con verde y en el reverso es de
crecimiento vegetal e color crema.
. . inhibidor de hongos o i i
Rizosfera de azticar : y g Co_lonla aterciopelada, f_orma
M5-3 . R fitopatogenos circular, plana, extendida,
y platano, Ledn. : . . : -
asociados al tomate crecimiento invasivo en la superficie
(Solanum del medio y consistencia blanda.

lycopersicum) y
chiltoma (Capsicum
annuum) (Tesis en

publicacion).

e Sus esporas son semi ovaladas y
lisa.

7.2 ldentificacion molecular de los hongos seleccionados

7.2.1 Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion

La amplificacién de los espaciadores internos transcritos conocidos como ITS por
sus siglas en inglés (Internal Transcribed Spacer) contenidos en el ADN ribosomal
(ADNr), es una de las metodologias de diagnostico molecular méas utilizadas para
diferenciar entre géneros, especies y variedades de hongos relacionados, dificiles
de distinguir fenotipicamente, gracias a que se han derivado cebadores especificos
de sus secuencias, sin embargo, es una herramienta poco utilizada ya que genera
altos costos y largos periodos de tiempo para la obtencion de resultados (Pinzén, et
al., 2013).

Los hongos seleccionados (CIXD-08, CIXD-07, MIVD-08, T2, QIVD-12, M5-3,
20TG-01, 51TG-15, 72TG-11, 77TG-14, 12TG-21 y 77TG-21) fueron enviados al
laboratorio de biologia molecular de la Universidad Centroamericana (UCA) para la
extraccion de ADN gendmico (Tabla 7.6), los resultados obtenidos no fueron los
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esperados ya que algunas bandas se observaban muy pobres en contenido de ADN
(A, B, G), o casi nada (C, E, K), a como se muestra en la Figura 7.7.

Ladder
K L kb

Figura 7. 7. Extraccién de ADN gendmico en el laboratorio de biologia molecular de la Universidad
Centroamericana (UCA) de las 12 muestras de hongos seleccionadas como posibles hongos
Trichodermas (Fuente propia).

La secuenciacién se realiz0 mediante la compafia Macrogen, debido a que la
extraccion de ADN genomico de varios hongos fue muy pobre no se obtuvo la
amplificacion del PCR, la razon de esto es que la cantidad o la concentracion de
ADN en la muestra cargada al gel en la electroforesis era insuficiente, o bien que el
ADN al momento de ser analizado ya estaba degradado, debido a esto, no se
lograron identificar las especies de hongos que fueron catalogados con los cédigos
gue se observan en la Figura 7.7 (A, B, C, E, G, K). La identificaciébn molecular de
los hongos se realizé a través de estos mismos PCR de las regiones ITS1-ITS4, y
dichos hongos que si pudieron ser secuenciados, se llevaron al laboratorio de
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biotecnologia del PIENSA de tal forma que, haciendo uso de la bioinformética se
llevé a cabo la identificacion final.

Tabla 7. 6. Hongos seleccionados para la amplificacion de PCR, mediante la compaiiia
MACROGEN. Los hongos con la numeracion 1, 2, 6, 7, 11 y 12 son aislados del presente trabajo,
los demas son hongos tomados del banco de microrganismos del laboratorio del Biotecnologia del
PIENSA-UNI.

Codigo de Caodigo de

= Observaciones
muestreo analisis

Si se obtuvo

1 20TG-01 A amplificacion de
PCR.

Si se obtuvo

2 51TG-15 B amplificacion de
PCR.

No se obtuvo

3 CIXD-08 C amplificacion de
PCR.

No se obtuvo

4 CIXD-07 D amplificacion de
PCR.

No se obtuvo

5 MIVD-08 E amplificacion de
PCR.

Si se obtuvo

6 72TG-11 F amplificacion de
PCR.

No se obtuvo

7 77TG-14 G amplificacion de
PCR.

Si se obtuvo

8 T2 H amplificacion de
PCR.

No se obtuvo

9 QIVD-12 I amplificacion de
PCR.

No se obtuvo

10 M5-3 J amplificacion de
PCR.

No se obtuvo

11 12TG-21 K amplificacion de
PCR.

No se obtuvo

12 77TG-21 L amplificacién de

PCR.




En la Tabla 7.6 se muestran los 12 hongos que fueron enviados a secuenciar, con
la observacion final en donde se denota si se obtuvo o no amplificacion de PCR
para la identificacion de dichos hongos. Se observa que fueron 4 hongos los que se
lograron amplificar de los 12 totales que se enviaron a secuenciar. Los otros 8
hongos que no se lograron secuenciar se agregaron a la base de datos de
microorganismos del PIENSA para su cuido y constante activacién de las cepas
para que en futuras investigaciones las utilicen. Los hongos que no pudieron ser
secuenciados ni identificados (77TG-14, 77TG-21y 12TG-21) se anexaron al banco
de microorganismos del laboratorio de biotecnologia del PIENSA y de acuerdo a
sus caracteristicas macroscopicas (observaciones del anverso y reverso de la placa
petri) y microscoépicas (estructuras de sus hifas, esporangio, esporas, etc.), se
garantiza que son del género Trichodermas (Figura 7.4).

7.2.2 Construccion del arbol filogenético

Para la realizaciobn del arbol filogenético en esta investigacion se tomaron
secuencias de hongos previamente identificados como Trichoderma, que ya
existian en el banco de microorganismos del laboratorio del PIENSA, ahi se
encontraban un total de 6 hongos y todos con sus respectivas secuencia e
identificacion, estos hongos eran el T1, T2, T3, CVD-06, CIXD-11 Y QIVD-12, a
estos 6 hongos secuenciados se le agregaron los 3 hongos que fueron amplificados
en la presente investigacion (20TG-01, 51TG-15, 72TG-11). Las 9 secuencias
analizadas (corregidas y alineadas) que fueron utilizadas para la ejecucion del arbol
filogenético se presentan en formato FASTA en el Anexo 14 y también se
encuentran descritos en su totalidad en la Tabla 7.7.



Tabla 7. 7. Resumen de los 9 hongos secuenciados para la construccién del arbol filogenético

(Fuente propia).

Cédigo del

Lugar de

Referencia

Autor(es)

Microorganismo

20TG-01, 51TG-
15y 72TG-11

procedencia

Terrabona

Desarrollo de un proceso de
produccion de Trichodermas
nativas previamente
identificadas de diferentes
regiones de Nicaragua.

Lopez y
Rodriguez, 2021

T1, T2y T3

Ledn

Identificacion morfolégica y
molecular de especies
autéctonas Trichoderma spp.,
aisladas de suelos de
importancia agricola.

Sanchez, et al.,
2021

CVD-06 y CIXD-
11

Ticuantepe

Bioprospeccion microbiana para
el desarrollo de aplicaciones
ambientales.

Rios, 2019

QIVD-12

La libertad-
Chontales

Bioprospeccion microbiana
dirigida a identificar
microbioldgica y
molecularmente
microorganismos de utilidad
agricola e industrial en
Nicaragua.

Delgado y
Fonseca, 2019




(105)

(108)

(103)

(56)

(93)

9) FRBT2742 1 Hypocrea lixii
23) KUA04279 1 Trichoderma sp.

(104)

42) MKB70386.1 Trichoderma sp.
43) MK8T0387 .1 Trichoderma sp.

I: @ (10)H
(89) 39) MHES1386.1 Trichoderma harzianum

26) KX953568.1 Trichoderma sp

24) KX343090.1 Trichoderma harzianum
41) MK182420.1 Trichoderma harzianum
34) MG976983.1 Trichoderma harzianum

(101)

2) AYB05743.1 Hypocrea lixii
4} AYB57240.1 Trichoderma harzianum

(98)

16} KMO79602.1 Trichoderma harzianum
18) KP263550.1 Trichoderma harzianum
18) KP263553.1 Trichoderma harzianum

-~
e e e e e e T e e

(55

(84)

(100)

(59)

(54

— @ (8)F

25) KX953313 .1 Trichoderma sp
45) MN856238 1 Trichoderma virens
27) KX953569 1 Trichoderma sp.
44) MN856230.1 Trichoderma sp.

ey e e,

33) MG575512 1 Trichoderma harzianum

EE @ (53) T3ITSH

(85)

@ (52) T1ITS1

(51) I: @ (6)C14 TS
(28) KY750428.1 Trichoderma harzianum

(82)

(80)

(36) MH284268.1 Trichoderma sp.
Iicas} MH285070.1 Trichoderma sp.




72) [_I:(am MH284101.1 Trichoderma sp.
(77) (78) (37) MH284947 1 Trichoderma sp.
(3} AYB5T7236.1 Trichoderma harzianum
(71) (12) JF694937 1 Trichoderma longibrachiatum
(75) (29) MF102193.1 Trichoderma longibrachiatum
(30} MF102202 .1 Trichoderma longibrachiatum

(73) (31 MF102211.1 Trichoderma longibrachiatum
(76) (21} KR527132.1 Trichoderma longibrachiatum

(68) @ (7)C151TST
79 I:(az) MG198877.1 Trichoderma sp.

(72) — (14} KJ174186.1 Trichoderma orientale
(15) KJ9379897.1 Trichoderma sp.
(59) (17) KMO79727 1 Trichoderma longibrachiatum
(&7) (22) KU375461 .1 Trichoderma longibrachiatum
@ (54) 216 ITS1
@& (A
(13) KC344971.1 Penicillium oxalicum
@ 5B
(20) KP278189.1 Penicillium oxalicum
(40) MH911357.1 Penicillium oxalicum
(11} HM235846.1 Penicillium sp.
(47} MT446084 .1 Penicillium sp.
(49) MT446169.1 Penicillium oxalicum
(91) MTS88795.1 Penicillium oxalicum
(48) MT446103.1 Penicillium sp.
(56) (46) MT446079.1 Penicillium oxalicum
(55) (50} MT588790.1 Penicillium sp.

(58}

(70)

(&5

(54)

(83)

(52

(51)

(50)

(59)

(58)

(57)

Figura 7. 8. Arbol filogenético construido con el programa MEGAX64. Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método de probabilidad maxima compuesta y estan en las unidades del
namero de sustituciones de bases por sitios. El analisis de las secuencias se realizé utilizando el
método del vecino méas cercano (Fuente propia).

Haciendo uso de la Figura 7.8, se obtuvo la tabla de identificacion final para cada
uno de los aislados (Tabla 7.8). La lectura del arbol filogenético para la
determinacién del género y especie de los hongos trabajados, fue la siguiente: Se
tomo el clado mas cercano al hongo en cuestion, en el ejemplo del hongo B ubicado
al final en la imagen del arbol filogenético, se puede observar que esta rama esta
completamente unida a su vecino mas cercano, un Penicilium oxalicum. Es
importante tener en cuenta el nimero que se muestra en cada clado del &rbol
filogenético, puesto que este describe la distancia evolutiva a la que se encuentra
uno de otro; este numero es importante a tomar en cuenta siempre que se le asigne
un nombre a un microorganismo que esta siendo identificado por esta via, ademas
de la frecuencia obtenida segun el blast corrido en el NCBI.



Tabla 7. 8. Identificacion molecular de 9 cepas de hongos filamentosos. Los 3 primeros hongos
aislados son provenientes de las muestras de Terrabona, Matagalpa y los otros 6 hongos son
provenientes del banco de microrganismos que dispone el laboratorio de biotecnologia del PIENSA
(Fuente propia).

Vecino mas
_ Codlgc_) Lugar de Caodigo d_e cercano Identidad Final
Microorganismos muestreo Secuencia (numero de Score
acceso)
Tqrrabona Penicillium Penicillium
20TG-01 (Area de A oxalicum 1044 | 100 oxalicum
Ganado) (KC344971.1)
Terrabona Penicillium -
517G-15 (Cultivo de B oxalicum 1096 | 100 Poir;ﬁlcltl:nm
Pepino) (KP278189.1)
Terrabona ;
Guanajiquil iticnoderima Trichoderma
727TG-11 (Cultivo de F harzianum 1103 | 100 harzianum
tomate) (KP263553.1)
Ledn )
: Trichoderma .
T2 (dRelzoz?]fS;? H harzianum 1123 100 T&g:]z?gr?;ma
y platano) (MH651386.1)
Ledn ;
. Trichoderma .
T1 gz'iozﬂi’;? T1 harzianum | 1033 = 99 T;';:'Z‘I’gr?;ma
" (KY750428.1)
Ledn )
: Trichoderma .
T3 EngiozSufs;? T3 harzianum 839 96 Trr]:rhz?:r%ma
y platano) (MG575512.1)
Roca con
bloggl:gula Trichoderma Trichoderma
CVD-06 reserva Cl4 harzianum 1033 99 i L
retural (KY750428.1)
Chocoyero
Tronco
de%r:cli;do Trichoderma Trichoderma
CIXD-11 reserva C15 Sp. 1062 99 S
(MG198877.1) P
natural el
Chocoyero
Chontales Trichoderma Trichoderma
QIVD-12 (Quesera Z16 longibrachiatum = 883 99

Artesanal)

(KU375461.1)

longibrachiatum




La identificacion obtenida en el arbol filogenético se elaboré en el programa
MEGAX64 utilizando el método del vecino méas cercano. Los métodos moleculares
como PCR agilizan la identificacion analizando regiones especificas dentro de los
genes. Las secuencias ITS son una de las mas utilizadas en la identificacion, como
codigos de barras estandar para hongos. En la Tabla 7.8 presenta un consolidado
de la identificacion molecular de los aislados obtenidos en el presente trabajo, el
cual fueron 2 Penicillium oxalicum (20TG-01, 51TG-15) y 1 Trichoderma harzianum
(72TG-11), también se presentan los demas hongos que fueron identificados en
trabajos anteriores, estos son 4 Trichodermas harzianum (T1, T2, T3 y CVD-06), 1
Trichoderma sp. (CIXD-11) y 1 Trichoderma longibrachiatum (QIVD-12). Sanchez,
et al., 2021, identificé un total de 17 aislados que pertenecian al género Trichoderma
entre las especies: T. asperellum, T. asperelloides, T. breve, T. harzianum, T. virens
y T. songyi, dichos aislados identificados por via molecular, procedian de diferentes
regiones del pais y en diferentes tipos de suelo como son: cultivos de tomate,
sandia, guayaba y mayormente de cultivos de platano.

Por otro lado, Moya, et al., 2014, logr6 obtener un total de 95 cepas de Trichodermas
en suelos de diferentes tipos de cultivos y finalmente, Hernandez, et al., 2011, logré
aislar un total de 75 cepas de Trichodermas provenientes de suelos de cultivo de
pifia, cafia de azucar y platano. En la presente investigacion se obtuvieron aislados
de Trichodermas procedentes de cultivos de tomate, rizésfera de azulcar y platano,
lo que indica que los hongos del género Trichoderma crecen en suelos de diferentes
cultivos, sin embargo, hay una gran diferencia en cuanto al nUmero de aislados que
se obtuvieron en esta investigacion y los obtenidos en la citadas anteriormente
(Sanchez, et al., 2021; Moya, et al., 2014 y Hernandez, et al., 2011), esto se debe
a muchos factores bidticos y abidticos como la temperatura, humedad, iluminacion,
etc., e incluso las condiciones de los suelos donde crecen los diferentes cultivos
influye grandemente al momento de analizar las mismas y juegan un papel muy
importante en el crecimiento del hongo. También, se pueden presentar factores
externos que influyen en la identificacion molecular, como ejemplo, una mala técnica
al momento de realizar la extraccion de ADN gendmico de los hongos y por tal razén
no lograr una amplificacion de las secuencias, por ende, no se obtendrian especies
de Trichodermas identificadas. Las especies de Trichoderma permiten la
colonizacion y el establecimiento en habitats diversos, modificando asi la amplitud
ecoldgica de las mismas, lo que implica que se encuentra una amplia variabilidad
genética en ellas. Cabe recalcar que en esta investigacion fue de mucha importancia
la obtencién de hongos Trichodermas, ya que en este se basa el tercer y ultimo
objetivo de reproduccién masiva.



7.3 Preparacion de medios de cultivo (sustratos sélidos) y reproduccion
masiva de hongos Trichodermas

Para la reproduccion de los hongos previamente identificados, se seleccionaron los
hongos de interés para cumplir con los objetivos de esta investigacion.
Primeramente, se centra en los que arrojaron ser Trichodermas, por lo que los
hongos 20TG-01 y 51TG-15 que resultaron ser Penicillium oxalicum fueron
descartados de algun proceso de reproduccion. Los hongos Trichodermas totales
identificados fueron 7, de estos se eligi6é un total de 5 hongos a trabajar, basandose
en el lugar de procedencia y la especie de los Trichodermas. En el caso del
Trichoderma longibrachiatum (QIVD-12) y el Trichoderma sp. (CIXD-11), se
decidieron trabajar por ser de una especie diferente de Trichoderma y por haber
guedado a nivel de género, respectivamente; mientras que en el caso de los 5
Trichodermas harzianum, se tomaron 3 de ellos solamente, donde, el T1, T2y T3
tienen el mismo lugar de procedencia y misma especie de Trichoderma harzianum,
por lo que se selecciond el hongo T3, el hongo 72TG-11 se selecciond por ser parte
de los aislados directamente de esta investigacion y finalmente el hongo CVD-06
fue seleccionado por tener un lugar de procedencia distinto a los anteriores que
también arrojaron ser Trichoderma harzianum.

7.3.1 Cultivo monospdrico

Una vez realizado el procedimiento descrito en la metodologia como el proceso de
cultivo monosporico (acapite 6.3.3.), se determind que la dilucion ideal para obtener
el crecimiento de esporas lo suficientemente aisladas unas de otras son de 103
como se puede observar en la Figura 7.9. Cabe mencionar que el valor fue
determinado gracias a una serie de repeticiones de dicho procedimiento.
Echeverria, 2006, utilizo el procedimiento de cultivo monosporico para separar una
espora de un cultivo multiespdrico, de tal forma que asegure la procedencia de la
germinacion limpia y sin contaminantes del hongo entomopatdégeno Beauveria
bassiana. El método de cultivo monosporico garantiza la calidad del aislado, certifica
gue el aislado se encuentre libre de contaminacion y al ser un método barato y
eficaz, fue realizado con la finalidad de obtener un crecimiento puro a partir de una
espora para cada hongo a reproducir.
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Figura 7. 9. Proceso de obtencion del cultivo monospérico. A: Dilucién de las esporas 107 vista al
microscopio con objetivo de 50x, B: Crecimiento de las esporas aisladas unas de otras y C: Espora
germinada totalmente aislada vista al microscopio con objetivo de 50x (Fuente propia).

Es importante mencionar que para la observacién de las esporas correctamente
separadas no se le debe dejar crecer por mas de 48 horas, gracias a que se pueden
observar dichas esporas desde las primeras 24 horas, garantizando asi el cultivo
monosporico proveniente especificamente de una Unica espora del hongo
Trichoderma. Un trabajo de investigacidn con cultivos monospéricos permite que los
resultados obtenidos entre diferentes grupos de microorganismos trabajados sean
reproducibles (Strobel, et. al., 1996). Pasadas la siembra de una espora unica en
una placa Petri nueva, se procedié a medir cada 12 o 18 horas el crecimiento de
cada cepa en la placa, lo cual se observa en la Figura 7.10, dando asi también a
los resultados demostrados en la Figura 7.11 una grafica de crecimiento del radio
en centimetros versus el tiempo en horas para todas las cepas de Trichoderma
utilizada en este proceso investigativo.
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. o
2 A

Figura 7. 10. Anverso y reverso del crecimiento radial de las cepas identificadas. Al-All: Trichoderma
sp. (CIXD-11), BI-BII: Trichoderma longibrachiatum (QIVD-12), CI-CII: Trichoderma harzianum (T3),
DI-DII: Trichoderma harzianum (72TG-11) y Alll-Blll: Trichoderma harzianum (CVD-06) (Fuente

propia).
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Curva de crecimiento radial de Trichodermas

Radio de crecimiento (cm)
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Figura 7. 11. Curva de crecimiento radial de todos los hongos Trichodermas trabajados. (Fuente
propia)

En la Figura 7.11 se puede observar las diferencias de crecimiento entre todas las
cepas de Trichodermas que se utilizaron para la reproduccién masiva. Siguiendo la
leyenda que se encuentra en la parte inferior de la grafica, se observa que el tiempo
de crecimiento hasta que los hongos CIXD-11 (Trichoderma sp.) y QIVD-12
(Trichoderma longibrachiatum) llenaron la placa petri fue de 72 horas, ambos
hongos tienen un crecimiento muy similar entre ellos a lo largo de todo el proceso
de reproduccién masiva, lo que se podria decir que el hongo CIXD-11 identificado
a nivel de género podria ser Trichoderma longibrachiatum, sin embargo, esto se
podria confirmar realizando nuevamente la identificaciébn molecular. Por otro lado,
los hongos T3, 72TG-11 y CVD-06 (todos identificados como Trichodermas
harzianum) el tiempo que se llevé en llenar toda la placa petri fue de 84 horas. En
cuanto al crecimiento radial se puede observar que el comportamiento de las cepas
varia en dependencia de la especie y del lugar de procedencia, por ejemplo, los
hongos CIXD-11 y QIVD-12 a las 24 horas después de inoculada la espora tienen
un radio de crecimiento de 2.8 y 2.5 cm, respectivamente, aungue la diferencia entre
los radios es minima ambos tienen el maximo crecimiento radial de 8.5 cm a las 72
horas. Por ultimo, con respecto a las cepas T3, 72TG-11 y CVD-06 después de las
24 horas de inoculada la espora tienen un radio de crecimiento de 2.1, 2.1y 1.8 cm,
respectivamente, es el mismo comportamiento de las otras dos cepas (CIXD-11y
QIVD-12) donde el maximo crecimiento radial de 8.5 cm fue a las 84 horas. Villay
Espin, 2012, analizaron la cinética de crecimiento del hongo Phanerochaete
chrysosporium, en donde utilizaban diferentes medios de cultivos para el
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crecimiento de este. Observaron y concluyeron que el mejor sustrato para el
crecimiento del hongo (Tallo o aserrin), asi como también el mejor medio de cultivo
(PDA); por otra parte, Chavarria, 2016, analizo el ritmo de crecimiento de aislados
de Trichodermas spp. Concluyendo, que las especies de Trichodermas crecen
diferentes y tienen un rango de crecimiento de 60 a 72 horas, lo cual son valores
cercanos a los obtenidos en la presente investigacion.

La cinética de crecimiento radial de un hongo permite tener la informacion del
comportamiento de un hongo especifico, en las condiciones con las que se requiere
trabajar, para que de esta forma, se tenga un manejo total del hongo en cada etapa,
para su maximo aprovechamiento; entender cuando esté totalmente desarrollado,
en qué momento sus esporas estén lo mas intactas posibles, etc., esto permitié
llevar a cabo la reproduccion del hongo Trichoderma, cuando éste presenta el
crecimiento indicado. Las caracteristicas del ritmo de crecimiento encontradas en
los diferentes aislados se fundamentan con lo expresado con otros autores en que
Trichoderma es de facil aislamiento y de crecimiento rapido en muchos medios de
cultivos y sustratos (Sivan & Chet, 1989). La tasa de crecimiento es una de las
caracteristicas principales a tomar en cuenta, para evaluar un agente de control
bioldgico, el crecimiento rapido de un aislado es una caracteristica importante al
momento de realizar una reproduccion masiva del hongo en sustratos solidos y para
la obtencion de un producto formulado, con intenciones de uso en programas de
control biolégico de hongos fitopatdgenos. Cada bolsa de sustrato organico fue
inoculada con una placa de hongo totalmente esporulada proveniente de una sola
espora a como se muestra en la Figura 7.12, esto se realiz6 con el fin de reducir
contaminacién por manipulacién, sin embargo es importante mencionar que dicho
tiempo de crecimiento radial es distinto para cada especie de Trichoderma, sin
embargo, todos fueron reproducidos en el mismo periodo de tiempo. En congruencia
con esto, se realizé la observacion al microscopio de todas las esporas de cada
cepa a reproducir, antes de ser inoculadas (Figura 7.13).

Figura 7. 12. Proceso de reproduccion masiva de los hongos Trichodermas en placas petri
provenientes del cultivo monospdrico. A: Corte del medio PDA que contienen esporas de los hongos,
y B: Crecimiento de los hongos en medio PDA donde posteriormente fueron inoculadas en los
sustratos organicos (Fuente propia).
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Figura 7. 13. Observacion microscopica con objetivo de 50x de las esporas de los hongos utilizados
en la reproduccién masiva antes de ser inoculadas. A: 72TG-11 (Trichoderma harzianum), B: QIVD-
12 (Trichoderma longibrachiatum), C: T3 (Trichoderma harzianum), D: CIXD-11 (Trichoderma sp.) y
E: CVD-06 (Trichoderma harzianum) (Fuente propia).

En la primera imagen A de la Figura 7.13 se observan que las esporas del T.
harzianum (72TG-11) son escasas, en comparacion a las encontradas para
inoculacion del T. longibrachiatum (imagen B, QIVD-12) y las del Trichoderma sp.
(Imagen D, CIXD-11) que se encuentra una gran cantidad de esporas a lo largo de
todas las placas de crecimiento de los hongos en cuestion. El comportamiento es
realmente interesante en cuanto a los T. harzianum se refiere, ya que estos
presentan ser de buen desarrollo, sin embargo, a como se observé anteriormente
en la Figura 7.11 necesitan mayor tiempo de crecimiento para su reproduccion
completa en placa y el Trichoderma sp. y T. longibrachiatum resultan ser de
reproduccién mas rapida en medio PDA. Cabe recalcar que las esporas inoculadas
se encontraban intactas, bien reproducidas en el caso del Trichoderma sp. y T.
longibrachiatum de forma ovalada, mientras los T. harzianum se encontraban en
crecimiento apreciable mas no completo sino hasta pasados los tres dias de
crecimiento, esto puede afectar en la reproduccion de los hongos en cuanto al
sustrato que se utilice para la reproduccion masiva de las cepas de trabajo.

7.3.2 Inoculacion de los Trichodermas identificados en los sustratos
organicos para la reproduccién masiva
Para la inoculacion se siguié el procedimiento descrito en metodologia seccion
6.3.5.1 donde se utiliz6 el antibidtico y el Tween 80 al 0.1% estéril para hacer el
arrastre de las esporas (Figura 7.14) en el cual, para el caso de la variante sin
melaza se recuperaron 3 mL de solucion que contenian las esporas de la cepa,
mientras que en la variante con melaza se realizé un arrastre de esporas de tal
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forma que se recuperaron entre 5-10 mL de solucion, de aqui la diferencia entre
ambas variantes.

Figura 7. 14. Proceso de inoculacidn de las esporas en los hongos en los sustratos. A. Aplicacion
de TWEEN 80 al 0.1% y antibi6tico a la placa petri que contiene la cepa totalmente esporulada, B.
Arrastre de las esporas con ayuda del aza digralsky y C. Suspensién de las esporas de los hongos
donde posteriormente seran inoculadas en los sustratos (Fuente propia).

En todo el proceso de reproduccion se tuvieron diferentes observaciones, se tenian
un total de 5 cepas de hongos distintas: T3 (Trichoderma harzianum), CIXD-11
(Trichoderma sp.), QIVD-12 (Trichoderma longibrachiatum), CVD-06 (Trichoderma
harzianum) y 72TG-11 (Trichoderma harzianum). Los sustratos son un total de 4:
arroz como testigo, maiz, olote de maiz triturado y copra de coco triturada. Cada
cepa de hongo fue inoculada en todos los sustratos con su variante: con melaza y
sin melaza.

7.3.2.1 Sustratos organicos de variante sin melaza
A las 24 horas después de sembrados los hongos de trabajo (721TG-11, QIVD-12,
CIXD-11, CVD-06 y T3) en placas petri con medio PDA se observaba crecimiento,
sin embargo desde el dia 1 hasta el dia 5 después de la inoculacion de los hongos
en los sustratos sin melaza, se dejaron reposar las bolsas en un ambiente de
oscuridad e iluminacién, esto es debido a que el hongo se estaba adaptando a las
nuevas condiciones de crecimiento, por lo que en el lapso de esos dias no se
observaba crecimiento a simple vista (Figura 7.15). A los 5 dias después de la
inoculaciéon el hongo CVD-06 (Trichoderma harzianum) en las bolsas con arroz
presentaban crecimiento de color blanco con verde esto es caracteristico del
crecimiento micelar (Figura 7.15 inciso C), se destruyeron estas estructuras
(micelios) de forma manual en las bolsas de tal manera que en cada una de ellas
hubiera un crecimiento homogéneo, y de esta forma se lograr estresar al hongo para
gue continle en la etapa de esporulacion (Figura 7.15 inciso D), en las bolsas con
maiz ocurrié lo mismo que con el arroz, por otro lado en las bolsas con olote de
maiz triturado, se observaba menor crecimiento que con el arroz y el maiz, pero de
igual forma seguia siendo una cantidad considerable. Finalmente, las bolsas con
copra de coco triturada, no presentaron crecimiento alguno, incluso se registra a lo
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largo de todo el procedimiento de reproduccién que la copra de coco triturada no
tuvo crecimiento satisfactorio de hongo tanto sin melaza como con melaza. Castro
y Rivillas, 2012, habla de que para el desarrollo del metabolismo de Trichoderma,
este necesita fuentes de carbono dificiimente biodegradables, como ligninas y
celulosa; en el caso de la copra de coco posee cantidades de lignina y celulosa en
menor porcentaje que en el caso del arroz y el olote. Lo anterior indica que la copra
aun con melaza no le entrega los suficientes nutrientes al hongo para su
reproduccién en comparacion con los otros tres sustratos. Por tanto, reproduccion
masiva de Trichodermas en copra de coco es necesario adicionar suplementos que
contengan todos los nutrientes necesarios que el hongo necesita para su desarrollo
como lo reporta Vaillant, et al., 2016.

A los 12 dias de reproduccion, con un cambio constante entre luz (8 horas) y
oscuridad (16 horas). A partir de los 5 dias de inoculado el hongo, y estresandolos
manualmente, se observé un cambio importante en la coloracién de las bolsas con
arroz y maiz de la cepa 72TG-11 (Trichoderma harzianum) amarillento y las bolsas
con arroz del hongo T3 (Trichoderma harzianum) ya se podian cosechar, porque
estaba completamente reproducido el hongo (Figura 7.15 inciso E y F), por otro
lado el olote de maiz por su parte presentaba mucho crecimiento en las bolsas del
hongo 72TG-11 (Trichoderma harzianum), y también en el hongo T3 (Trichoderma
harzianum); en cambio en el CIXD-11 (Trichoderma sp.) presento un crecimiento
escaso y en el hongo QIVD-12 (Trichoderma longibrachiatum) registré un
crecimiento blanco, donde solo se observaban una especie de manchas blancas a
lo largo de la bolsa (Figura 7.15 inciso G).. Es importante mencionar que en el
proceso de reproduccion el hongo estaba completamente desarrollado en todas las
bolsas de sustrato para los 19 dias después de la inoculacion, sin embargo todavia
poseian altos contenidos de humedad, por lo que fue necesario secar
constantemente el contenido de sustrato inoculado con bolsas de papel craft
durante una semana (Figura 7.15 inciso H) las cuales absorbieron toda la humedad
libre, también se utilizé6 una mezcla de fécula de maiz con gelatina simple lo
permitieron que el proceso de cosecha fuera exitoso (Figura 7.15 inciso 1).
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Figura 7. 15. Crecimiento masivo de las esporas de los hongos en los sustratos sin melaza. A:
Inoculacion de las esporas en los sustratos, B: Crecimiento a las 24 horas después de inoculado el
hongo, C: Crecimiento mayormente de micelios de los hongos a los 5 dias después de inoculados,
D: Destruccidn de las estructuras de los hongos (micelio), E: Esporulacion del hongo y crecimiento
de micelios a los 12 dias después de inoculado el hongo, F: Coloracién amarillenta del T. harzianum
en el sustrato maiz triturado, G: Crecimiento del T harzianum en el sustrato olote de maiz triturado,
H: Secado del sustrato colonizado en bolsas de papel craft e I: Adicion de la mezcla (fécula de maiz
y gelatina simple) (Fuente propia).

Gomez, 2017, realizd el procedimiento de reproduccibn masiva mediante
fermentacion sélida en varios sustratos organicos siendo el principal de ellos arroz,
el proceso de crecimiento y secado fue durante 7 dias cada uno. Por otro lado,
Michel, et al., 2008, realizé el mismo procedimiento en 15 sustratos organicos
diferentes, entre ellos estan, arroz, olote de maiz triturado y maiz triturado, donde
se obtuvieron resultados excelentes en cuanto al crecimiento de los hongos, el
periodo de crecimiento fue de 21 dias. En ésta investigacion se tomd mas tiempo
de crecimiento y secado del hongo con respecto a lo reportado por Gémez, 2017; y
Michel, et al., 2008 debido a que la humedad en el sustrato era elevada, también se
debio a otros factores por ejemplo, temperatura del ambiente, agitacion manual de
las bolsas, técnica de aireacion en el interior de las bolsas (abrir las bolsas para
eliminar humedad) y principalmente la concentracion inicial del indculo, por otra
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parte estos mismos autores, obtuvieron concentraciones de esporas entre 107 y
108, lo que coincide con lo obtenido en la presente investigacion. Finalmente,
Valllant, et al., 2016; Campos, 2009, y Osuna, et al., 2012, realizaron el mismo
procedimiento en fibra (copra) de coco, donde se obtuvo un buen crecimiento de los
hongos Trichodermas adicionando materia organica. En la presente investigacion
no se obtuvo crecimiento en copra de coco, debido a que se necesitan otros
nutrientes para que el hongo pueda reproducirse satisfactoriamente, los hongos
Trichodermas toman nutrientes de los hongos (a los cuales degrada) y de materiales
organicos ayudando a su descomposicion, por lo cual las incorporaciones de
materia organica y el compostaje lo favorecen, por lo que en los casos donde se
usa copra de coco como sustrato, contienen la mayor proporcion de estos en su
formulacion (Ramirez, 2006).

7.3.2.2  Sustratos organicos de variante con melaza

La reproduccion realizada con melaza se observé de igual forma y constancia que
la variante sin melaza, ya que a las 24 horas de igual forma no se observaba
crecimiento a simple vista (Figura 7.16). A los 5 dias pasados de inoculacién del
hongo y la melaza ya se presentaban rastros positivos de un crecimiento rapido en
todas las bolsas de arroz, maiz (Figura 7.16 inciso D) y olote (Figura 7.16 inciso
E) en todas las cepas, sin excepcién, en comparacion con la variante sin melaza,
también se estreso el hongo con el cambio constante en la iluminacion y agitacion
manual, cabe mencionar que la agitacion manual se realizdé después de los 7 dias
de inoculadas las muestras, debido a que los hongos tomaron mas tiempo en cuanto
a la adaptacion de las nuevas condiciones de crecimiento. Esta variante en
particular se cosecho a los 15 dias de haber sido inoculada(Figura 7.16 inciso F),
no se realiz6 el mismo proceso de secado que en el anterior gracias a que la
humedad que se tenia en las bolsas de sustrato era moderada, solo con la mezcla
de gelatina simple con fécula de maiz fue suficiente para su cosecha, la razén de
esto es que en el proceso descrito en la preparacion y esterilizacién del sustrato
organico (seccion 6.3.5) tuvo una variacion importante en el tiempo de remojo vy el
tiempo de secado, en la variante sin melaza se le dio solamente 15 minutos en
comparacioén con la variante con melaza, donde los sustratos se remojaron por 45
minutos, tiempo suficiente para que el sustrato absorbiera toda la humedad que éste
necesite, y posterior a esto con 13 horas de secado tuvo un tiempo prudente donde
logro dejar fuera la humedad libre, a diferencia del tiempo de secado de apenas 5
horas en la variante sin melaza. La importancia de que no esté el sustrato hiumedo,
se debe a que en las zarandas que fueron cosechadas todas las cepas, se tiene
una malla muy fina y se evita que queden particulas grandes del sustrato en el
polvillo final de esporas.
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Figura 7. 16. Crecimiento masivo de las esporas de los hongos en los sustratos con melaza. A:
Inoculacion de la melaza en el sustrato, B: Inoculacion del hongo en el sustrato con melaza, C:
Crecimiento a las 24 horas después de la inoculacién, D: Crecimiento mayormente de micelio de los
hongos a los 5 dias después de la inoculacion, E: Destruccion de las estructuras de los hongos
(micelio) y F: Sustrato totalmente colonizado (Fuente propia).

Gobmez, et. al., 2013, realizan un método de produccion de Trichoderma spp., dénde
preparan agua destilada en bolsas de arroz con 2 gramos de urea por cada litro de
agua. Las bolsas una vez inoculadas, son llevadas a la sala de germinacién la cual
tiene una temperatura entre los 24 y 27°C, incubandose en variaciones de luz y
oscuridad. Las bolsas son agitadas suavemente para favorecer la oxigenacion del
sustrato y se dejaron de 5 a 8 dias para completar su esporulacion. Finalmente
abren las bolsas en el centro para secar el sustrato y asi bajar el contenido de
humedad. La finalidad de la reproduccién es de tener la solucién directamente que
se aplicara en el campo, por eso trabajan con agua destilada, hacen el conteo de
las esporas luego de tener esa solucion y lo aplican a los cultivos. Por otro lado,
Pineda, et al., 2017, realiz6é reproduccion masiva de Trichodermas en diferentes
sustratos organicos enriquecidos con melaza, demostrando que la humedad del
sustrato juega un papel muy importante y por ende se reduce el tiempo de
esporulacion. En el presente trabajo se utilizan medios sélidos como el arroz los
cuales son lavados pero no son sometidos a un crecimiento con altas cantidades de
humedad, esto denota que el crecimiento en ellas sea mas lento al querer esparcir
sus micelios y/o esporas a lo largo de todo el sustrato contenido en las bolsas, sin
embargo, una vez que el hongo se adapta las nuevas condiciones de crecimiento el
proceso de esporulacion es mas rapido en comparacion a la variante sin melaza, lo
antes mencionado coincide con lo descrito por Pineda, et al., 2017.

Es importante remarcar que en ambas variantes (sin y con melaza) la esporulacién
es esencial para la supervivencia de muchas especies de Trichodermas y por lo
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tanto se podria esperar un alto grado de conservacion en como funcionan los genes
de esporulacion y se regulan. Sin embargo, se ha demostrado que las respuestas
de esporulacién bajo las mismas condiciones controladas varian mucho entre
especies. Puede ser que los genes mismos funcionen de la misma manera, pero las
adaptaciones metabdlicas especificas de la especie al ambiente alteran los
umbrales de la respuesta y por lo tanto la respuesta de esporulacién, enmascarando
la semejanza en la regulacion (Steyaert, et al., 2013). Uno de los parametros
importantes para estimular la reproduccion asexual y sexual en multiples especies
de hongos Trichodermas y de otras especies es la exposicion a la luz, esto es debido
a que en total oscuridad este género crece solamente como micelio, sin embargo,
si se le aplica luz induce una cascada de respuesta que conduce a la esporulacion
del hongo (Horwitz, et al., 1985), por otro lado Mufioz, 2012 reporta un mejor
crecimiento de hongos o esporulacion menor a 14 dias con la estimulacion de luz
blanca con fotoperiodos de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, también reporta que
la luz constante puede llegar a inhibir la esporulacion. En la presente investigacion
se aplicé estimulacion para la esporulacién por medio de luz blanca utilizando
fotoperiodos de 8 horas luz y 16 horas de oscuridad, lo que pudo influir grandemente
en el crecimiento de los hongos y por ende tomar méas tiempo para colonizar
totalmente el sustrato.

7.3.3 Cuantificacion de esporas y evaluacion de sustratos organicos

Una vez alcanzado el tiempo necesario de crecimiento de los hongos Trichodermas
en los diferentes sustratos y con las variantes correspondientes, se procedié a
realizar la cosecha y cuantificacion de esporas. Agamez, et al., 2008; Vega y
Hernandez, 2020; Michel, et al., 2008; Cruz, 2007, y Benites y Marroquin, 2015,
utilizaron el método de conteo de esporas en Camara de Neubauer, siendo éste el
mas sencillo de aplicar y se obtienen resultados confiables. En la presente
investigacién también se utilizé el mismo método (conteo de esporas en camara de
Neubauer), donde en la Figura 7.17 se observa el proceso para la cuantificacion.
En cada investigacion lo que varia es el modelo matematico utilizado para el conteo
de esporas, esto es debido al tipo y marca de la camara que se utilice. Los
resultados obtenidos en este procedimiento se denotan en la Tabla 7.9 donde se
observan los valores diferenciados para cada especie de hongo Trichodermay cada
sustrato utilizado en esta investigacion. En el Anexo 15 se puede observar los
calculos a detalle que se realizaron en las variantes con y sin melaza.
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Figura 7. 17. Cuantificacion de esporas. A: Obtencién de una pequefia muestra del hongo
cosechado, B: Agitacion de la muestra con la ayuda del vortex, C: Diluciones serias de la muestra
del hongo en diferentes sustratos para facilitar el conteo de esporas, D: Colocacion de la muestra
del hongo en la Camara de Neubauer, E: conteo de esporas en la cAmara de Neubauer con la ayuda
de un microscopio con el objetivo de 50x.
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Tabla 7. 9. Resultados de concentracién de esporas en conidios/g en todos los Trichodermas de
trabajo (Fuente propia).

Sin melaza Con melaza
Sustrato Concentracion de =~ Concentracion de

Esporas Esporas

. Arroz 3.30*10° 3.9%107

Trichoderma Maiz 2.49%10° 4.1%107

r('%?r'g“i‘lr;’ Olote 1.74*108 9.3*10°
Copra de Coco 0 0

. Arroz 2.44*107 2.5%107

Trichoderma Maiz 2.59%107 6.7%10°

longibrachiatum Olote : 0 5 i6*107
(QIVD-12) Copra de Coco 0 0

Arroz 7.525*10° 2.4*107

Trichoderma sp. Maiz 2.84*10 2.06*10

(CIXD-11) Olote 6.00*10° 1.35*10/
Copra de Coco 0 0

. Arroz 1.03*108 1.37*108

Trichoderma Maiz 1.29%107 8.1+107

harf%‘”m Olote 1.35*107 1.06*107
Copra de Coco 0 0

. Arroz 9.20*10’ 8.7*107

Trichoderma Maiz 3.70*107 5.7%107

h(ag\zl'g_“o‘g‘ Olote 3.30%10° 6.1%10°
Copra de Coco 0 0

De los sustratos organicos que se utilizaron en este trabajo, el arroz es el testigo en
cuanto a resultados se refiere. Michel, et al., 2008, realiz6 una reproduccion masiva
de Trichoderma harzianum en sustratos obteniendo con el arroz como sustrato
3.13x10% numero de esporas por mL. Benites y Marroquin, 2015, obtuvieron un
crecimiento en el arroz y en maiz en 6 dias, al igual que obtuvieron concentraciones
gue variaban entre las 6.7x108 esporas/g hasta las 8.3x108 esporas/g, en este
mismo trabajo presentaron problemas de crecimiento en el sustrato del olote de
maiz. En la presente investigacion, el crecimiento en el arroz fue completo en todas
las bolsas que se inocularon, tanto en arroz sin melaza como en el arroz mas
melaza. Chavez, et al., 2009, trabajaron el sustrato del arroz sumergido tambien con
porcentajes de melaza y agua destilada, en distintos porcentajes cada uno, la
fermentacién sélida que realizaron dio un valor final de 52x10*° conidios/g de arroz,
y la variacion de Arroz con melaza al 3% arrojé 23x10%° conidios/mL. A continuacion
se puede observar el analisis del recuento de esporas presentados en la Tabla 7.9,
el cual se asemeja a valores obtenidos en trabajos antes mencionados, como los



registrados por Benites y Marroquin, 2015, entre 1x10° — 1x108 concentraciéon de
esporas por gramo de relleno.

7.3.3.1 Evaluacion de sustratos sin melaza

En la Tabla 7.9 se tienen todos los valores de concentraciones de esporas
diferenciados por sustrato y por cepa de Trichoderma, por lo que se procedera a
separar el analisis por cepa de hongo. Para la cepa Trichoderma harzianum (72TG-
11) con el sustrato arroz, se obtuvo 3.30x108, el maiz 2.49x10°8 y el olote 1.74x106,
por lo que no se tiene una gran variacién por sustrato en el exponencial, por lo que
el crecimiento y la reproduccion del hongo en cuestion puede tomarse como similar
o de igual resultado en todos los sustratos donde si hubo crecimiento. En el caso
del Trichoderma harzianum (CVD-06) para el arroz se obtuvo una concentracion de
esporas de 9.20x107, el maiz de 3.70x107 y en el caso del olote se obtuvo 3.30x10°
donde notablemente se tiene una disminucion en el exponencial, lo cual indica que
el arroz y el maiz se asemejan a mejores datos para la obtencién de esporas y
aplicacion en el campo, sin embargo cabe mencionar que la variacion es tolerable,
esto quiere decir que la concentracion de esporas con la reproduccion en sustrato
de olote sigue siendo util. Para la tercera cepa de la misma especie Trichoderma
harzianum (T3) se obtuvo el mayor valor registrado de concentracién en el sustrato
de arroz con 1.03x102 esporas por gramo de relleno. Esto puede deberse a la
cantidad de esporas que fueron inoculadas, ya que en la Figura 7.11, en la gréfica
de crecimiento radial, se denot6 que el mayor crecimiento en placa lo tiene el hongo
T3, esto quiere decir que, como se le di6 el mismo tiempo de crecimiento a todas
las cepas, el hongo T3 crecié mas y por consecuente se inocularon mas esporas.
En el caso especifico del Trichoderma longibrachiatum (QIVD-12) para el arroz y el
maiz se obtuvo 2.44x107 y 2.59x10’ respectivamente, los cuales son valores
similares en exponencial a los obtenidos por el Trichoderma harzianum (CVD-06),
en el sustrato del olote de maiz triturado no se obtuvo crecimiento, esto se debi6 a
factores que afectan directamente el crecimiento del hongo (humedad del sustrato,
tiempo de secado del sustrato, etc.) y principalmente la especie de Trichoderma que
se estd trabajando. En el Trichoderma sp. (CIXD-11) para el arroz y el olote las
concentraciones fueron similares en terminos de exponencial igualmente con
7.52x10° y 6x10° respectivamente. Para el maiz en cambio se tuvo una diferencia
en tener mayor concentracién de esporas con 2.84x107 esporas por gramo de
relleno. De todos los valores antes mencionados, el que represento un cambio
notable con mayor exponencial fue la produccion de arroz sin melaza del
Trichoderma harzianum (T3).



7.3.3.2  Evaluacion de sustratos con melaza

Para los sustratos arroz, olote de maiz, copra de coco y maiz triturado se les
adicion6é melaza al 5%, los resultados de este crecimiento fueron los siguientes.
Para la cepa Trichoderma harzianum (72TG-11) se obtuvo para el arroz 3.9x107
donde el arroz sin melaza dio un resultado menor con 3.30x10° obteniendose el
primer resultado satisfactorio en la adicion de melaza; para el maiz, con melaza se
obtuvo 4.1x107 donde en cambio sin melaza resulté de 2.49x108 obteniendose la
misma variacion de aumento en el exponencial que en la produccion de arroz;
finalmente, para el olote de maiz se obtiene 9.3x10® cuando sin melaza resulté de
1.74x10° esporas por gramo de relleno; notablemente para todos los sustratos en
el caso de esta cepa, la adicion de melaza realiza un cambio favorable en cuanto a
la obtencion de esporas. Para la cepa Trichoderma harzianum (CVD-06) en el arroz
se obtuvo 8.7x107 con melaza, y sin melaza fue de 9.20x107, no hay diferencia
notable en el exponencial por lo que se puede concluir que no afecté el uso de
melaza para el arroz en esta cepa, en el caso del maiz se concluye del mismo modo
ya que se obtuvieron valores de 5.7x10’ con melaza y 3.70x107 sin melaza. En
cuanto al olote sucede lo mismo que con el arroz y el maiz, donde se observa el
mismo exponencial en cuanto a las esporas de la cepa CVD-06 por lo que
finalmente se deduce que para la cepa Trichoderma harzianum CVD-06 no hay
cambio en el crecimiento con la adicion de melaza. En el caso de la cepa
Trichoderma harzianum (T3) con el sustrato de arroz se obtuvo 1.37x108 el cual
sigue siendo similar al resultado arrojado por el crecimiento de arroz sin melaza, lo
gue sefiala que en efecto, la reproduccion del T3 es superior a todas las otras cepas
de Trichodermas y asi mismo es en la reproduccion de sustratos; el en caso del
maiz con melaza se tiene 8.1x107, donde sin melaza resulté de 1.29x107, también
se observa un crecimiento mayor en cuanto a la adicion de la melaza; finalmente
para el olote de maiz se tuvo que con melaza resulté de 1.06x10’ y sin melaza
1.35x107 viendose asi que es el Unico sustrato que no refleja diferencia en el
crecimiento de la cepa con melaza.

Para el hongo Trichoderma longibrachiatum (QIVD-12) en el arroz con melaza se
obtuvo 2.5x107 y sin melaza fue de 2.44x10’, valores muy similares en cuanto a la
reproduccion del hongo; el maiz paso de 2.59x107 sin melaza a 6.7x10° con melaza,
donde sefiala un cambio en la disminucion del exponente en cuanto a su
reproduccién con melaza, lo que concluye que la adiciébn de la melaza para el
sustrato del maiz no es recomendable. Finalmente, la diferencia relevante entre los
resultados en esta variante es que si hubo crecimiento de sustrato de olote con el
hongo T. longibrachiatum (QIVD-12) con 2.16x107 esporas por gramo de relleno. En
el caso de la cepa Trichoderma sp. (CIXD-11) para el arroz y el olote se tiene una
variacion benéfica donde aumenta el exponencial en ambos casos para el
crecimiento con melaza en comparacion de sin melaza, con 2.4x107 para el arroz
en comparacion a 7.52x10° y 1.35x107 en el olote con melaza en comparaciéon a



6x10° sin melaza. Para el maiz especificamente se mantiene igual con 1.29x10’ sin
melaza y 2.06x107 con melaza. Chiriboga, et. al., 2015, reporta que para efectos
practicos de llevar soluciones de esporas de hongos Trichodermas al campo lo
importante recae en el exponencial de la concentracion de esporas, siendo la
indicada valores mayores a 1x10% Dicho esto, las concentraciones de esporas
obtenidas en los diferentes sustratos y con ambas variantes estan dentro del rango
establecido para su aplicacién al campo, por otro lado, con base en los resultados
obtenidos anteriormente se denota que la melaza tiene una gran variacion en cuanto
al exponente en las concentraciones de esporas lo cual indica que el uso de esta
puede influir en obtener mejores concentraciones para una mayor escala. También
se debe a que la melaza influye en el tiempo de crecimiento y desarrollo de los
hongos, ya que en esta variante de inoculacion la cosecha de esporas se realizo a
los 15 dias y en la variante sin melaza se realiz6 a los 26 dias. Es importante
recalcar que el trabajar sin melaza reduce grandemente el riesgo de una
contaminacion al momento de la reproduccién masiva de los hongos, ya que es un
sustrato en el cual crecen una amplia variedad de microorganismos por lo que la
utilizacion de este requiere de mayor cuidado y un trabajo previo a dicha melaza
antes de ser inoculada en los sustratos de reproduccion.

Finalmente, la importancia de la comparaciébn en reproduccion masiva de
Trichodermas, recae en encontrar un sustrato que no sea competencia con el
alimento de consumo humano como lo es el arroz y el maiz. Con los resultados
obtenidos anteriormente se concluye que el arroz es, en si, el mejor sustrato para
reproduccién de esporas de Trichodermas a como ya ha sido reflejado en
bibliografias antes mencionadas, de igual forma la mejor cepa de reproduccién es
el Trichoderma harzianum T3, el cual crece en grandes cantidades para todos los
sustratos. Sin embargo, el olote de maiz por su parte es un desecho propiamente
de la cosecha de maiz, y en términos de concentracidén de esporas y exponencial,
se obtienen resultados satisfactorios en cuanto a la reproduccién de hongos
Trichodermas, por lo que se concluye que el sustrato mayormente recomendado
para llevar a cabo la reproduccion masiva a escala de laboratorio y posiblemente en
niveles muy grandes de produccion es el olote de maiz triturado.

7.3.4 Dosificacion de esporas
En la dosificacién de esporas de los hongos Trichodermas se registra segun el
Proyecto MUSA de la Unién Europea en 2019, donde explica la forma de aplicacion
al producto a base del hongo Trichoderma, en el cual para tratar 100 kg de semilla,
se debe usar 1kg de producto a una concentracion de 1x107 esporas por gramo de
producto. Por otro lado, Chiriboga, et. al., 2015, trabajan con una suspension de
esporas de Trichodermas de 1x102 esporas por mL. La dosis que recomiendan es
de 1 L (litro) de suspension por cada 19 litros de agua. El agua debe ser limpia y
libre de desinfectantes, el equipo de rocio debe estar limpio de residuos de
fungicidas. Con solo 4 litros de la solucién, se puede llegar a cubrir especificamente



una hectarea de frutilla. Es importante mencionar que dichos autores hacen
recomendaciones sobre la dosificacion para la aplicacién a cultivos, sin embargo no
son recetas a tomar, por lo que es necesario mantener todos los calculos de las
concentraciones de esporas a trabajar y asi poder definir cuantas esporas obtendran
por una determinada cantidad de agua a aplicar a los cultivos.



VIll.  CONCLUSIONES

Al finalizar este trabajo, habiendo cumplido con los objetivos propuestos, se llegé a
las siguientes conclusiones:

Como un plus del presente trabajo, se logré aislar y caracterizar 7 bacterias
y 29 hongos filamentosos, las cuales pasaron a enriquecer la base de
microorganismos aislados de los que dispone el PIENSA.

Se identific6 morfoldgica y molecularmente 1 Trichoderma harzianum (72TG-
11) y 2 Penicillium oxalicum (20TG-01 y 51TG-15), provenientes de
Terrabona, Matagalpa.

Por medio de la reproduccién masiva realizada a las mismas condiciones
para las cepas de Trichoderma y los distintos sustratos (arroz como testigo,
copra de coco, maiz y olote de maiz) se determiné que el olote de maiz arroja
valores muy cercanos a los del arroz,.

Para el hongo Trichoderma harzianum 72TG-11 donde se obtiene (sin
melaza) el valor de 3.30x10° en arroz y 1.74x10° en olote; el exponencial no
varia por lo que denota que el olote es un sustrato ideal para la reproduccion
de los hongos sin tener que utilizar alimento del ser humano (como en el caso
del arroz).

En cuanto al uso de la melaza, el Trichoderma harzianum (72TG-11),
mostraron estimulacion en su produccion de esporas ante arroz y maiz
triturado, e inclusive ante olote de maiz pasando de 10° sin melaza a 10’ con
melaza. Trichoderma sp. (CIXD-11), mostr6 resultados similares al anterior
para todos los sustratos evaluados.

Para los hongos Trichoderma longibrachiatum (QIVD-12), Trichoderma
harzianum (T3) y Trichoderma harzianum (CVD-06), aparentemente la
adicion de melaza no mostro diferencias apreciables en cuanto al nimero de
esporas.

En el sustrato de copra de coco triturada no se obtuvo crecimiento porque la
copra de coco tanto en melaza, como sin melaza no aporta los suficientes
nutrientes para el desarrollo de cepas Trichodermas.



IX. RECOMENDACIONES

1. Es recomendable que para la realizacion de identificacion molecular y la
obtencion de datos satisfactorios se trabaje con una misma empresa o en un
mismo laboratorio donde preste los servicios necesarios para esta.

2. Se recomienda trabajar en el disefio y montaje de un cuarto especializado
para la reproduccion masiva de hongos Trichodermas.

3. Para la utilizacién del sustrato organico copra de coco triturada, para lograr
la reproduccion de cepas Trichodermas, se adicione el uso de materia
organica propiamente tales como: heces, almidon, etc.

4. Para el desarrollo de la reproduccién masiva de aislados Trichodermas es
necesario que primero se estudie y comprenda el crecimiento de cada cepa
de Trichoderma en placa, antes de pasarlos a reproduccion en cualquier otro
sustrato.
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XI. ANEXOS

Anexo 1. Preparacion del TWEEN 80 al 0.1%.

V
Ky

|4 |4
0%— = —2M 4100 - Vsotuto = 100 | * Viisotucion

4 Vdisolucién

0.1
Vsotuto = (W) * 1000 - Voo = 1

Por tanto, se necesitan 1 mL de TWEEN 80 y 999 mL de agua destilada, para
preparar un volumen de 1000 mL de TWEEN 80 al 0.1%.

Anexo 2. Relaciéon del porcentaje de dilucion de la melaza con azucares
reductores (AR) contenidos en la misma.
Melaza al 20% — 14.9 %AR
Meleza al 5% - X
X (14.9 %AR) * (Melaza al 5%)

X = 3.73%AR
Melaza al 20% - %

Anexo 3. Descripcién del cédigo de los cultivos aislados en el proyecto
desarrollo de un proceso de produccion de Trichodermas nativas previamente
identificadas de diferentes regiones de Nicaragua.

+ Aislados de Terrabona, Matagalpa

Hongos

e El primer nimero indica el nimero de muestra inoculada.

e EI segundo numero indica los dias los que tarddé en aparecer el
microorganismo.

e Las letras mayusculas (TG) indican el lugar de procedencia de la
muestra.

e El tercer numero indica el nimero de placa de donde fue aislado el
microorganismo.

e El cuarto nimero indica la cantidad de microorganismos asilados de
una misma placa.

Bacterias

e Laletra mayuscula (T) indica el lugar de procedencia de la muestra.

e El primer numero indica los dias que tard6 en aparecer el
microorganismo.



Las letras mayusculas (P o S) indican el medio de cultivo donde crecio
la bacteria, ya sea PDA o SDA.

El segundo nimero indica el numero de placa de donde fue aislado el
microorganismo.

El tercer nimero indica la cantidad de microorganismos aislados de
una misma placa.

4+ Aislados de Le6n

Hongos

Bacteria

El primer nimero indica el nimero de muestra inoculada.

El segundo numero indica los dias los que tard6 en aparecer el
microorganismo.

Las letras mayusculas (LM, LBT, LBB, etc.) indican el lugar de
procedencia de la muestra (Le6bn Maiz, Ledn Bosque Teca, Ledn
Bosque Bambu, etc.).

El tercer nimero indica el nimero de placa de donde fue aislado el
microorganismo.

El cuarto numero indica la cantidad de microorganismos asilados de
una misma placa.

Las letras mayusculas (LBM) indica el lugar de procedencia de la
muestra (Ledn Bosque Muestra).

El primer numero indica el nimero de muestra inoculada.

El segundo nimero indica el numero de placa de donde fue aislado el
microorganismo.

El tercer nimero indica la cantidad de microorganismos aislados de
una misma placa



Anexo 4. Tabla con listado de cddigos de los cultivos aislados de Terrabona,
Matagalpa.

Sitios de muestreos Hongos Bacterias
T3S-21
72TG-12 T4P-21
. T7P-11-01
Cultivo de tomate T7P-12
79TG-15-02 T7P-21
T7P-22-01
51TG-13
Cultivo de pepino 51TG-12 0
51TG-11
i 82TG-13
Area de ganado 827G-23 0

Anexo 5. Tabla con listado de cddigos de los cultivos aislados de Ledn

| Sitios de muestreos Hongos Bacterias
Cafia 23LC-12 0
36LM-11
Maiz 38LM-29 0
LMM3-26
46LB-12
46LB-13
Bosque 46LB-15 LBM4-21
53LB-21
63LBT-11
Bosque Teca 66LBT-22 0
: 86LBE-12
Bosque Eucalipto 88LBE-22 0
96LBB-13
Bosque Bambu 96LBB-16 0

96LBB-22




Desarrollo de un proceso de Produccion de Trichodermas

Anexo 6. Morfologia macroscopica de las bacterias en placa Petri y sus
respectivas morfologias microscépicas en tincion de Gram observadas al
microscopio con objetivo de 100x de 1 aislada en Ledén (LBM4-21) y de 6
aisladas en Terrabona, Matagalpa (T3S-21, T4P-21, T7P-11-01, T7P-12, T7P-21,
T7P-22-01). Al-All: LBM4-21, BI-BII: T3S-21, CI-Cll: T4P-21, DI-DII: T7P-11-01, EI-
Ell: T7P-12, FI-FIl: T7P-21y GI-GlI: T7P-22-01 (Fuente propia).
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Anexo 7. Tabla de caracterizacion morfolégica macroscopica y microscopica
de 1 bacteria aislada en Ledén (LBM4-21) y de 6 aisladas en Terrabona,
Matagalpa (T3S-21, T4P-21, T7P-11-01, T7P-12, T7P-21, T7P-22-01)

Observacion macroscoépica

Caracteristicas morfologicas de bacterias

Observacion microscopica

Apariencia de la colonia

Resultado de tincién de Gram

LBma-21 P9 : ' positivas, dispersos o asociados en
brillante y cremosa, de forma puntiforme .
racimos.
y bordes redondeados.
Colonias pequefias, planoconvexas, : .
B . . Cocos medianos, Gram negativo, se
trasltcida amarillenta, brillantes y :
T3S-21 . encuentran sus colonias pegadas en
cremosas, de forma puntiforme y bordes :
formas de racimos.
redondeados.
Colonias medianas, planas,_ Cocobacilos medianamente grandes,
transparentosa de color crema, brillantes -
T4P-21 , Gram negativo, forma grandes
y cremosas, de forma fusiforme y bordes
estructuras.
redondeados.
Colonias medianas, superficie plana,
T7P-11-01 color blanca traslucida y viscosa, de Cocos puntiformes, Gram negativo.
forma puntiforme y bordes redondeados.
Colonias grgndes, superﬁue convexa, de Cocos medianos-pequefios Gram
T7P-12 color amarillento, brillantes y cremosas, ) . )
. negativos, dispuestos en racimos.
de forma irregular y bordes redondeados.
Colonias pequefias, superficie convexa,
T7P-21 de color fucsia, brillantes y cremosas, de Estreptobacilos medianos, Gram
forma de puntiforme y bordes negativo.
redondeados.
Colonias pequefas uniformes, planas, Bacilos formando cadenas
T7P-22-01  transparentosa, brillantes y cremosa, de ~ Y
: pequefios, Gram negativa.
forma circular y bordes redondeados.
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Anexo 8. Caracteristicas morfolégicas macroscépicas de los hongos
filamentosos en placa Petri y sus respectivas morfologias microscépicas de
esporas con objetivo de 50x, aislados en Ledn. Al-All: 23LC-12, Alll-AlV: 36LM-
11, BI-BII: 38LM-29, BIII-BIV: 46LB-13, CI-Cll: 46LB-15, CIII-CIV: 53LB-21, DI-DII:
63LBT-11, DIII-DIV: 66LBT-22, EI-Ell: 68LBT-22 y EIII-EIV: 86LBE-12 (Fuente
propia).
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Desarrollo de un proceso de Produccion de Trichodermas

Anexo 9. Caracteristicas morfolégicas macroscépicas de los hongos
filamentosos en placa Petri y sus respectivas morfologias microscopicas de
esporas con objetivo de 50x de 5 aislados en Ledn (88LBE-22, 96LBB-13,
96LBB-16, 96LBB-22 y LMM3-26) y 1 aislado de Terrabona (51TG-11),
Matagalpa. Al-All: 88LBE-22, Alll-AlV: 96LBB-13, BI-Bll: 96LBB-16, BIlI-BIV:
96LBB-22, CI-Cll: LMM3-26 y CllI-CIV: 51TG-11 (Fuente propia).
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Anexo 10. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de los hongos
filamentosos en placa Petri y sus respectivas morfologias microscépicas de
esporas con objetivo de 50x, aislados en Terrabona, Matagalpa. Al-All: 51TG-
12, Alll-AIV: 51TG-13, BI-BIl: 72TG-12, BIlI-BIV: 79TG-15-02, CI-Cll: 82TG-13 y
CllI-CIV: 82TG-23 (Fuente propia).
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Anexo 11. Tabla de caracterizacion morfolégica macroscédpicay microscopica
de los hongos filamentosos aislados en Ledn.

23LC-12

Caracteristicas morfolégicas de hongos filamentosos
Observacioén

Observacion macroscopica

microscopica

Cultivo en placa

Anverso

Reverso

Aspecto del micelio

Forma de las
esporas

Amarillo con
centros verdes y
bordes blancos,

con pigmentacion
del medio de color
rosado.

Crema con
bordes
claros.

Colonia algodonosa, forma
circular, plana, extendida,
margen filamentoso,
superficie con surcos
radiados, crecimiento
limitado a los puntos de
siembra y consistencia
blanda.

Redondas con
bordes finos.

36LM-11

Rosado con
bordes blancos.

Rosado
fucsia.

Colonia aterciopelada,
forma circular, plana,
extendida, margen
filamentoso, superficie con
surcos radiados,
crecimiento limitado a los
puntos de siembra 'y
consistencia blanda.

Sin observacion.

38LM-29

Blanco con centro
amarillento.

Crema con
bordes
claros.

Colonia algodonosa, forma
circular, plana, extendida,
margen filamentoso,
crecimiento limitado a los
puntos de siembra,
produccion de exudado,
consistencia blanda y
mucoide.

Ovaladas y lisa.

46L.B-13

Blanco con centro
amarillos

Verde con
bordes
blancos.

Colonia algodonosa, forma
circular, plana, extendida,
sin margen, crecimiento
limitado a los puntos de
siembra y consistencia
blanda.

Sin observacion.

46L.B-15

Blanco con bordes
rosados.

Crema con

centro café.

Colonia algodonosa, forma
circular, plana, extendida,
superficie con surcos
radiados, bordes
filamentosos con
produccion de exudado,
crecimiento limitado a los
puntos de siembra,

Redondas vy lisa.




consistencia blanda y

mucoide.
Colonia algodonosa, forma

circular, plana, extendida,
sin margen, crecimiento
limitado a los puntos de
siembra y consistencia

blanda.
algodonosa, forma

Fusiformes.

margen filamentoso,
superficie con surcos
radiados, crecimiento
limitado a los puntos de
siembra, produccion de
exudado, consistencia
blanda y mucoide.
Colonia algodonosa, forma

, plana, extendida,

Redondas y lisa.

circular, plana, extendida,
margen filamentoso,

superficie con surcos
radiados, crecimiento
limitado a los puntos de
siembra y consistencia

seca.

Colonia algodonosa, forma

Redondas con
bordes gruesos.

circular, plana, extendida,
sin margen, crecimiento
limitado a los puntos de
siembra y consistencia

blanda.

Colonia aterciopelada,

forma circular, plana,

Ovaladas y lisa.

Café claro con Crema con
53LB-21 centros
centro blanco.
OSCuros.
Colonia
circular
Café claro con Café oscuro
63LBT-11 con bordes
bordes blancos.
blancos.
Gris-verdoso
06LBT-22 verde con hordes con bordes
blancos.
blancos.
Crema con
68LBT-22 Blanco. centros
OSCuros.
Crema con
86LBE.1p Gris-verdoso con Ceglt;(r’ocafé
bordes blanco. y
bordes
blancos

extendida, margen

filamentoso, superficie con

surcos radiados,

crecimiento limitado a los

Redondas con
bordes finos.

puntos de siembra 'y
consistencia blanda.




Anexo 12. Tabla de caracterizacion morfolégica macroscédpicay microscopica
de 5 hongos filamentosos aislados en Leon (88LBE-22, 96LBB-13, 96LBB-16,
96LBB-22, LMM3-26) y 1 aislado en Terrabona, Matagalpa (51TG-11).

Caracteristicas morfologicas de hongos filamentosos
Observacion

Observacion macroscopica

Cédigo microscoépica
Cultivo en placa T Forma de las
Aspecto del micelio
Anverso Reverso esporas
Colonia algodonosa, forma
circular, plana, extendida,
margen entero, crecimiento .
88LBE-22 Blanco Crema __marg . Redondas vy lisa.
limitado a los puntos de siembra,
produccion de exudado,
consistencia seca y mucoide.
Colonia algodonosa, forma
circular, plana extendida, margen
CITEE) Gl filamentoso, superficie con
96LBB-13 bordes Negro >0, SUperticie Ovaladas y lisa
surcos radiados, crecimiento
negros . )
limitado a los puntos de siembra
y consistencia blanda.
Colonia algodonosa, forma
circular, plana, extendida,
Rosado : D .
Crema con margen filamentoso, superficie Semi ovaladas y
96LBB-16 | con bordes : - .
bordes claros con surcos radiados, crecimiento lisa.
blancos . :
limitado a los puntos de siembra
y consistencia blanda.
Colonia lanosa, forma
Blanco con filamentosa, elevada, sin margen,
96LBB-22 centro Crema crecimiento invasivo en la Fusiformes.
verde superficie del medio y
consistencia blanda.
Colonia aterciopelada, forma
: circular, plana, extendida,
Gris- L . -~
Cafe con bordes | margen filamentoso, crecimiento Redondas y con
LMM3-26 verdoso o )
claros limitado a los puntos de siembra, bordes gruesos.
con blanco %
producciéon de exudado,
consistencia blanda y mucoide.
Colonia algodonosa, forma
circular, plana, extendida,
Negro con : .
Negro con margen filamentoso, producciéon .
51TG-11 centros T - Redondas vy lisa.
blancos bordes claros de exudado, crecimiento limitado

a los puntos de siembra,
consistencia blanda y mucoide.




Anexo 13. Tabla de caracterizacion morfolégica macroscépicay microscépica
de los hongos filamentosos aislados en Terrabona, Matagalpa.

Caracteristicas morfologicas de hongos filamentosos

Observacion macroscopica

Observacion
microscopica

Cultivo en placa

Anverso

Reverso

Aspecto del micelio

Forma de las
esporas

51TG-12

Blanco con
cetros
amarillos

Crema con
centros café

Colonia algodonosa, forma
circular, plana, extendida,
margen filamentoso,
crecimiento limitado a los
puntos de siembray
consistencia blanda.

Fusiformes.

51TG-13

Blanco con
centros
cremas

Café claro con
bordes crema

Colonia aterciopelada, forma
circular, plana, extendida,
margen filamentoso,
superficie con surcos
radiados, crecimiento limitado
a los puntos de siembra y
consistencia blanda y
mucoide.

Ovaladas y lisa.

72TG-12

Rojo vino

Rojo vino con
centros claros

Colonia viscosa, forma
circular, plana, extendida,
margen entero, superficie con
surcos radiados, crecimiento
limitado a los puntos de
siembra, consistencia blanda
y mucoide.

Fusiformes.

79TG-15-02

Crema con
bordes
blancos

Crema con
bordes claros

Colonia viscosa, forma
circular, plana, extendida,
margen irregular, crecimiento
limitado a los puntos de
siembra, consistencia blanda
y mucoide.

Ovaladas y lisa

82TG-13

Blanco

Crema

Colonia algodonosa, forma
circular, plana, extendida,
margen entero, crecimiento
limitado a los puntos de
siembra y consistencia
blanda.

Fusiformes

82TG-23

Verde con
blanco

Crema con
centros verdes

Colonia algodonosa, forma
circular, plana, extendida, sin
margen, crecimiento invasivo

en la superficie del medio y

consistencia seca.

Ovaladas y lisa.




Anexo 14. Secuencia consensus (en formato FASTA) corregidas y alineadas,
correspondientes a los hongos filamentosos identificados por via molecular.

Secuencia 1. Cepa 20TG-01 (Penicillium oxalicum).

>A
CTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCC
GTGTTTATCGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTCACGGCCGLCCGGGEE
GGCATCCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACACAAACGAACTCTTG
TCTGAAGATTGCAGTCTGAGTACTTGACTAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCC
CTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCAC
GGCTTGTGTGTTGGGCTCTCGCCCCCCGCTTCCGGGGGGCGGGCCCGAAAG
GCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCG
CTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCCGCCGGCGAACACCATCAATCTTAACCAG
GTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA.

Secuencia 2. Cepa 51TG-15 (Penicillium oxalicum).

>B
CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGG
TCCAACCTCCCACCCGTGTTTATCGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCT
CACGGCCGCCGGGGGGCATCCGLCCLCCCGGGLCCGCGCCCGLCCGAAGACAC
ACAAACGAACTCTTGTCTGAAGATTGCAGTCTGAGTACTTGACTAAATCAGTTA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATT
GCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCTCTCGCCCCCCGCTTCCGGG
GGGCGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTAT
GGGGCTTCGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCCGCCGGCGAACA
CCATCAATCTTAACCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAC
TTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA.



Secuencia 3. Cepa 72TG-11 (Trichoderma harzianum).

>F
GCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACC
AAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAC
CAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTTTTGTATACCCCCTCGCG
GGTTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAA
ATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAG
CGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGLCC
CTCCCTTAGCGGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGC
CTCTCCTGCGCAGTAGTTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCAC
AGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
CCGCTGAACTTAAGCATATCAAT.

Secuencia 4. Cepa T2 (Trichoderma harzianum).

>H
TAGGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAT
GTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCG
CAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCTAAAACTCTTATTGTA
TACCCCCTCGCGGGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAG
GCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCAT
GCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTT
GGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGT
CTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGC
GGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATC
AGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT.

Secuencia 5. Cepa T1 (Trichoderma harzianum).

>T1_ITS1
CTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAG
GCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTT
TTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAAT
CAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCAT
TTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTCCCT
TAGCGGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCC



TGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGT
TAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTG
AACTTAAGCATATC.

Secuencia 6. Cepa T3 (Trichoderma harzianum).

>T3_ITS1
CAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA
CCAAGGCGCCCGCCGGAGGACAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCG
GGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAA
TGAATCAAAACTTTCACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTCAATCATCGAATCT
TTGAACGCCCATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGC
GTCATTTCTACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCCGLCCC
TCCCTTAACGGGTGGCCGTCTACAAAATACAATGGGGTCTCGCCGCAGCCTC
TCCTGCGCAGCCGTTTGCACACTCGCATCCGGAGCGCGGCGCGCCTACAGC
CGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGTTCTCGGATCACGTAC.

Secuencia 7. Cepa CVD-06 (Trichoderma harzianum).

>C1l4_ITS1
TGTGACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCG
CAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTTTTGTAT
ACCCCCTCGCGGGTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGC
GTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGC
CTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGLCGTTGG
GGATCGGCCCTGCCTCTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCT
CGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGLCGG
CGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAG
GTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGAATATCTGTT
AGCT.

Secuencia 8. Cepa CIXD-11 (Trichoderma Sp).

>C15_ITS1
TGTGAACGTTACCAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCG
TCGCAGCCCCGGATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCCAAACTCTTT
TTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGC
CTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAAC
CCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCGGGLLCGLLCLCCCG




AAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACT
CGCACCGGGAGCGCGGCGCGGCCACAGCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGA
AATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAA
ACCCGGAAGGAA.

Secuencia 9. Cepa QIVD-12 (Trichoderma longibrachiatum).

>716_|TS1
ACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGCGGCTCTGTTTTAT
TTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTT
CAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGGATCGGCCCCTCACC
GGGCCGCCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCATGCGCAG
TAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGGCCACAGCCGTAAAACAC
CCCAAATTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TAAGCATATCAATAAGGCGGAGAAAACTAAACTACAGTCAAGGGCGGAGGGG
GTAGAATGCCTAGCTGTATCCTT.

Anexo 15. Calculo de las concentraciones de esporas en la reproduccién
masiva sin y con melaza.

La ecuacion que se utiliza para la cuantificacion de esporas en ambas variantes, es

la siguiente:
Esporas (104 + { . ( Vool )
g de relleno 4 g de muestra

SIN MELAZA

» T72TG-11 (Trichoderma harzianum)
v Sustrato Arroz

Esporas 4 64 esporas 10 mL P
P2~ (104 + (=) — (2o =33+%10
g de relleno 4 /JmL de solucion \05g

v’ Sustrato Maiz

Esporas 49.8 esporas 10 mL
—=(104)*< ) — *( ):2.49*106
g derelleno 4 /mlLde solucion \05g

v' Sustrato Olote de maiz

Esporas 4 34.8 esporas 10 mL
—:(10)*< ) — *< >:1.74*106
g derelleno 4 /mlL de solucion \0.5g



» QIVD-12 (Trichoderma longibrachiatum)
v Sustrato Arroz

Esporas

488) esporas <10 mL
*

— 4 — 7
= (104« (= o.5g)‘2'44*10

g derelleno mlL de solucion

v’ Sustrato Maiz

Esporas 518 esporas 10 mL
—=(1o4)*( ) — *< ):2.59*107
g derelleno 4 JmlL de solucion \05g

» CIXD-11 (Trichoderma sp.)

v’ Sustrato Arroz

Esporas 104 (60.2) esporas (5 mL) 7595 » 106
—_— * * = /. *

g derelleno (109 4 /mlLde solucion \0.1 g

v’ Sustrato Maiz

Esporas 568 esporas 10 mL
—=(1o4)*( ) — *< ):2.84*107
g derelleno 4 JmlL de solucion \05g

v" Sustrato Olote de maiz
Esporas 4 120 esporas 10 mL
= (10%) * ( ) (
05g

)= 6.0 * 10°

g derelleno mL de solucion

» T3 (Trichoderma harzianum)
v’ Sustrato Arroz

Esporas

2060) esporas (10 mlL

=(104)*( 05g)=1.03*108

g derelleno mL de solucion

v' Sustrato Maiz

Esporas 258 esporas 10 mL
—:(104)*( ) — *< >:1.29*107
g derelleno 4 )JmlL de solucion \05g

v' Sustrato Olote de maiz

Esporas 270 esporas 10 mL
—=(1o4)*( ) — *< ):1.35*107
g derelleno 4 /JmlL de solucion \05g

» CVD-06 (Trichoderma harzianum)

v’ Sustrato Arroz

Esporas 1840 esporas 10 mL
_Esporas 04)*( ) poras *( ):9.2*107
g derelleno 4 /JmlL de solucion \05g

v’ Sustrato Maiz
Esporas 720) esporas (10 mL

_Epores__ 150y
g derelleno 4 05g

— 7
mlL de solucion * ) =37x10



v' Sustrato Olote de maiz

Esporas 4 66 esporas 10 mL p
—=(10)*<—) — *< )=3.3*1O
g derelleno 4 /mlL de solucion \05g
CON MELAZA
» T72TG-11 (Trichoderma harzianum)
v’ Sustrato Arroz
Esporas 780 esporas 10 mL
g dezj“elleno = (109 + ( 4 )mL depsolucién i ( 05g ) =3.9107
v’ Sustrato Maiz
Esporas 820 esporas 10 mL
g derelleno = (10% + ( 4 )mL de solucion i ( 05g ) = 41107
v' Sustrato Olote de maiz
sporas esporas m
E 4 186 10 mL 6
—=(10)*( ) — *( )=9-3*10
g derelleno 4 /mlL de solucion \05g
» QIVD-12 (Trichoderma longibrachiatum)
v’ Sustrato Arroz
Esporas 500 esporas 10 mL
g dezj‘elleno = (10% + ( 4 )mL depsoluci(')n i ( 05g ) =2.5107
v’ Sustrato Maiz
Esporas 4 134 esporas 10 mL
g derelleno = (109 ( 4 )mL de solucion ( 05g ) = 6.7+ 10°
v’ Sustrato Olote de maiz
Esporas 432 esporas 10 mL
—:(104)*( ) — *< >:2.16*107
g derelleno 4 /mlL de solucion \05g
» CIXD-11 (Trichoderma sp.)
v’ Sustrato Arroz
Esporas 480 esporas 5mlL
g dezj‘elleno = (109 + ( 4 )mL depsolucién i (0 1 g) = 244107
v Sustrato Maiz
Esporas 412 esporas 10 mL
g derelleno = (109« ( 4 )mL de solucion ( 05g ) = 2,06+ 107
v’ Sustrato Olote de maiz
Esporas 4 270 esporas 10 mL
—=(1o)*( ) — *< ):1.35*107
g derelleno 4 JmlL de solucion \05g



» T3 (Trichoderma harzianum)
v Sustrato Arroz

Esporas

2720) esporas (10 mL

= 1.37 x 108
0.5g) 37+ 10

— = (10% (
g derelleno (107 * mL de solucion

v' Sustrato Maiz
Esporas

1620) esporas (10 mL

_ 7
2 059)—8.1*10

g derelleno mL de solucion

v' Sustrato Olote de maiz
Esporas 4 270 esporas 10 mL

4 05g

) = 1.06 = 107

g derelleno mL de solucion .

» CVD-06 (Trichoderma harzianum)
v Sustrato Arroz

Esporas

1720) esporas (10 mL
*

= 8.7 x 107
4 05g ) i

= (10%) (

g derelleno mL de soluciéon

v' Sustrato Maiz
Esporas

1140) esporas (10 mL

= 5.7 x 107
0.5g> 57+ 10

g derelleno - mL de solucion

v’ Sustrato Olote de maiz
Esporas 4 122 esporas 10 mL

4 05g

)=6.1>|<106

g derelleno mlL de solucién i



