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Resumen

El 86 % del azucar a nivel mundial proviene de practicas agricolas de monocultivo de la cafia de
aztucar (FAO, 2019). El azicar es considerado como un producto de alta importancia econémica,
debido a que, Guatemala, en los tltimos 6 anos, ha exportado al mundo més de 14 millones de
toneladas métricas de azicar, ubicandola como el tercer pais exportador de aztcar de América
Latina y el sexto pais a nivel mundial (ISO) 2022). Por otra parte, el uso de agroquimicos también
tiene un impacto negativo en la microbiota del suelo y afecta la salud de los cultivos. El uso de
este tipo de pesticidas sintéticos ha favorecido el aumento de la productividad de los cultivos y la
proteccion contra plagas herbivoras y fitopatogenas (Udeigwe et al.l 2015]).

Sin embargo, el uso continuo de agroquimicos ha causado un incremento en problemas, tales
como: el deterioro de la salud del suelo, el aumento de la resistencia a los plaguicidas, la creacién
de fitopatogenos resistentes a los medicamentos, el aumento de riesgos para la salud humana y la
destruccién de la flora y la fauna del entorno (Bhushan y Pathmal, [2021)). De seguir la tendencia del
uso de agroquimicos, causard otros problemas asociados con la bioacumulacién, biomagnificacion,
la contaminaciéon ambiental y el cambio climatico. Por lo tanto, representan una amenaza grave y
alarmante para la vida y la sostenibilidad en la superficie terrestre (Jansch, Amorim, y Rombke,
2005)).

Las serias consecuencias del uso excesivo de este tipo de sustancias hacen necesario determinar
nuevas estrategias para abordar el problema de plagas, sin causar efectos negativos en el ecosistema
(Devi y Kumar, 2020). Es necesario optimizar los métodos para que sean efectivos para cualquier
cultivo, asimismo, mejorar la salud del suelo. El uso de métodos, como biofertilizantes, mejorara
la productividad de los cultivos, sin comprometer la salud ambiental. El uso de biopesticidas, la
biorremediacién de suelos y tierras contaminadas con plaguicidas y la utilizacién de microorganismos
asociados a plantas, son algunas de las estrategias alternativas exitosas al uso de plaguicidas aplicadas
hasta la fecha (Bhandari, 2014]).

Es por ello que, en este trabajo se pretendio6 identificar y analizar las cepas de hongos de interés
capaces de mejorar la salud del suelo para su uso como biofertilizantes. Asimismo, se analiz6 el
antagonismo fangico de cepas aisladas de suelo mediante pruebas de antagonismo in witro. Se
identificaron 40 cepas a nivel especie, siendo Setophaeosphaeria hemerocallidis la mas abundante
en las fincas del Ingenio Magdalena. También se demostré que las cepas 2AB21, 4AP14, 3BP25,
1MO28, 1IMO32 y 5MO20 presentaron una mayor actividad antagonica.

Palabras clave: antagonismo, cana de aziicar, biofertilizante, hongos, monocultivo
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Abstract

The 86 % of the world’s sugar comes from monoculture sugarcane farming practices .
Sugar is considered a product of high economic importance, as Guatemala has exported over 14
million metric tons of sugar to the world in the last 6 years, making it the third largest sugar exporter
in Latin America and the sixth largest globally 2022). However, the use of agrochemicals also
has a negative impact on soil microbiota and crop health. While synthetic pesticides have increased
crop productivity and protected against herbivorous pests and phytopathogens, their continuous use
has led to problems such as soil health deterioration, increased pesticide resistance, and risks to
human health and the environment (Udeigwe et al., 2015) (Bhushan y Pathma) 2021]).

Continued use of agrochemicals may lead to further problems associated with bioaccumulation,
biomagnification, environmental pollution, and climate change, posing a serious threat to terrestrial
life and sustainability (Jansch et al., |2005). Addressing these issues requires the development of
new strategies for pest management without causing negative effects on the ecosystem (Devi y
2020). Optimizing methods to be effective for any crop and improving soil health is essential.
Strategies such as biofertilizers, biopesticides, bioremediation of pesticide-contaminated soils, and the
use of plant-associated microorganisms have shown promise as successful alternatives to traditional

pesticide use (Bhandari, [2014)).

This work aimed to identify and analyze strains of fungi capable of improving soil health
for use as biofertilizers. Additionally, the fungal antagonism of soil-isolated strains was analyzed
through in vitro antagonism tests. Forty species-level strains were identified, with Setophaeosphaeria
hemerocallidis being the most abundant in the Magdalena Mill farms. It was also demonstrated that
strains 2AB21, 4AP14, 3BP25, 1IMO28, 1IM032, and 5MO20 exhibited higher antagonistic activity.

Keywords: antagonism, sugar cane, biofertilizer, fungi, monoculture



CAPITULO 1

Introduccién

Los biofertilizantes fungicos estan compuestos por varias especies de hongos. Entre estos
se incluyen los hongos que estimulan el crecimiento de las plantas, los hongos enzimaticos que
producen compost, los hongos solubilizadores de fosfato y los hongos solubilizadores de potasio
(Tak, Hamid Dar, y Bhat| 2021). Estos hongos pueden contribuir la mejora de la salud del suelo
al ayudar en la solubilizaciéon de nutrientes y ponerlos a disposiciéon de las plantas
[Belka, y Jedryczka) [2018). Los hongos solubilizadores de fosfato, en particular, son cruciales para
mejorar la disponibilidad de fosfato en el sistema suelo-planta, lo cual es beneficioso para los cultivos
de cana de azucar (Tian, Ge, Zhang, Deng, y Liu, 2021)).

Los métodos genéticos han proporcionado herramientas valiosas para caracterizar hongos
y comprender su papel como biofertilizantes. Permiten obtener informaciéon sobre su diversidad,
abundancia e interacciones con el entorno del suelo circundante (Q. Liu et al., 2021). Las técnicas
genéticas se pueden utilizar para seleccionar cepas que muestren caracteristicas de interés, como
mayor movilizacién de nutrientes, tolerancia a los factores ambientales estresantes y compatibilidad
con diferentes especies de plantas (McGale y Sanders, 2022). Estos métodos incluyen técnicas
como secuenciacion de ADN, metagenomica y metatranscriptomica. Al comprender la composicion
genética y las capacidades metabolicas de las especies especificas que conforma la formulaciéon de
biofertilizantes, se pueden desarrollar estrategias especificas para optimizar su aplicacion en el cultivo
de cafa de azucar y mejorar la salud del suelo (S. Kumar, Sindhu, y Kumar] 2022]).

Ademas, se han estudiado las caracteristicas metabolicas de los hongos para comprender
sus funciones como biofertilizantes. Los biofertilizantes fingicos, incluidos los hongos micorrizicos
arbusculares (AM) y las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR), exhiben
caracteristicas beneficiosas como la solubilizacién de nutrientes, la colonizacion de raices y la mejora
del crecimiento de las plantas (Chen et al) [2023). Estos rasgos pueden atribuirse a actividades
metabolicas especificas realizadas por los hongos (Malviya et al., 2020).

Los hongos desempenan un papel vital en la salud del suelo y el crecimiento de las plantas
a través de una variedad de actividades bioquimicas. Durante estas actividades, la solubilizacion
del fosforo y el potasio es fundamental para que las plantas obtengan estos importantes nutrientes
(Nath, Maurya, y Meena, 2017)). La capacidad de los hongos para disolver estos elementos favorece
significativamente el desarrollo de las plantas, especialmente en cultivos como la cana de azucar,
que requieren de una gran cantidad de foésforo para su 6ptimo crecimiento (Wahab et al., 2023).
Ademas, segin El-Gendi y otros (2022), las enzimas producidas por hongos, como proteasas, lipasas,
glicosidasas y quitinasas, afectan directamente la utilizacién de nutrientes y la resistencia a las
enfermedades de las plantas. Estas enzimas ayudan a descomponer compuestos orgénicos complejos
en formas simples que las plantas pueden absorber, mejorando asi la nutricion de las plantas y




CAPITULO 1. INTRODUCCION 2

fortaleciendo su sistema inmunoldgico contra los patégenos (El-Gendi et al., 2022)). En conjunto,
estos desarrollos resaltan el papel clave que desempenan los hongos en la promocion del crecimiento
y la salud de las plantas, lo que los convierte en una parte esencial de la permacultura y la produccion
de alimentos.



CAPITULO 2

Definicién del problema

En términos de sostenibilidad agricola, asi como de efectos ambientales y socioeconémicos,
el monocultivo, la practica de cultivar un solo cultivo en una regiéon amplia, puede generar una serie
de problemas y preocupaciones (Horrigan, Lawrence, y Walker, 2002). Muchas veces, los sistemas
de monocultivo conducen a la erradicaciéon de una variedad de especies nativas de plantas, animales
y otros microorganismos (C. Liu, Kuchma, y Krutovsky, [2018). Como resultado, los ecosistemas
pueden desequilibrarse y pueden perderse recursos invaluables. Para mantener el rendimiento de los
cultivos, los sistemas de monocultivo con frecuencia dependen significativamente de fertilizantes,
insecticidas y herbicidas sintéticos (FoodPrint, [2018]). Esta dependencia puede tener un efecto
adverso sobre el medio ambiente y elevar los costos de produccién.

Los fertilizantes, si bien son cruciales para aumentar los niveles de nutrientes y aumentar
los rendimientos agricolas, pueden tener una serie de consecuencias para la calidad del suelo
(Krasilnikov, Taboada, y Amanullahl 2022)). La dependencia excesiva de los fertilizantes sintéticos
puede interrumpir las comunidades microbianas dentro del suelo, alterar la dindAmica de los nutrientes
y disminuir el contenido de materia organica (Tripathi, Srivastava, Devi, y Bhadouriaj 2019). Estos
cambios pueden socavar la estructura del suelo, la capacidad de retenciéon de agua y los procesos
de ciclo de nutrientes y, en tltima instancia, poner en peligro la salud general y la resiliencia del
suelo (Rai et al., [2023). Abordar este problema requiere que se integre el uso de alternativas que
promuevan la conservacion del suelo, el enriquecimiento de la materia organica y la mejora de la
biodiversidad, asegurando asi la productividad agricola y salvaguardando la vitalidad duradera de
nuestros recursos del suelo.

Debido a los problemas asociados con el uso de fertilizantes, es importante desarrollar nuevas
estrategias para aumentar los rendimientos de las siembras sin comprometer la salud del suelo. Uno de
los métodos introducidos es el uso de fertilizantes bioldgicos a base de hongos. En Guatemala, aunque
ya se han implementado algunas especies de hongos como biofertilizantes (ASAZGUA/ 2020)), el uso
de este tipo de fertilizantes no es comun en el pais, por lo que es necesario implementar proyectos de
formulacion de estos productos. Se propuso en 2020 el proyecto titulado “Mejoramiento de la salud
del suelo de monocultivo a través de la optimizacion de procedimiento de compostaje y manejo de
microbiologia de suelos". Este proyecto tiene como objetivo a largo plazo producir bacterias y hongos
beneficiosos, para usarlos y sus bioproductos como biofertilizantes, bioinsecticidas, bioestimulantes u
otras aplicaciones, cerrando asi la brecha entre la investigacion y la préctica agricola en Guatemala.



CAPITULO 3

Objetivos

3.1 Objetivo general

Analizar las 45 especies de hongos de interés capaces de mejorar la salud del suelo para su
uso como biofertilizantes en el monocultivo de la cana de aztucar.

3.2 Objetivos especificos

s Identificar cepas de hongos capaces de mejorar la salud del suelo y la produccion del
monocultivo utilizando datos obtenidos a partir de secuenciacion para la region ITS.

= Analizar el antagonismo fungico de cepas aisladas de suelo mediante pruebas de antagonismo
i vitro.

s Sugerir una formulacién de biofertilizante que asegure la viabilidad, estabilidad y
compatibilidad de los hongos con otros insumos agricolas.



CAPITULO 4

Justificacién

Guatemala es un pais agricola y aproximadamente el 70 % del area total de la tierra esta
dedicada a la agricultura y la silvicultura. El sector agricola es vital para la economia y el desarrollo
del pais. Segin el World Bank, en 2022 la cana de aztcar represento el 9.3 % del producto interno
bruto (PIB) y emple6 el 29 % de la mano de obra nacional (World Bank| 2022). La agricultura
depende de la fertilidad del suelo. El suelo fértil contiene una gran cantidad de nutrientes esenciales
para las plantas, como nitrégeno, fosforo y potasio (van Es y Magdoff, [2009). Ademaés, la sinergia
entre la fertilidad y la salud general del suelo es crucial para la agricultura sostenible, la conservacion
del medio ambiente y el mantenimiento de ecosistemas saludables (Carceles Rodriguez et al., [2022).
Las practicas agricolas que dan prioridad tanto a la fertilidad como a la salud del suelo pueden
conducir a mayores rendimientos de los cultivos, mayor resiliencia del suelo y reduccién de los
impactos ambientales negativos (Sonja, Johan, Gail, Chuck, y David, [2011)).

La salud del suelo depende de muchos factores interrelacionados que influyen en su capacidad
para mantener un entorno saludable que propicie el desarrollo de las plantas. La biodiversidad del
suelo, uno de estos factores, estd compuesta por microorganismos bacterianos, fangicos y otros
organismos importantes para el desarrollo de ciclos biogeoquimicos, el crecimiento y la obtencion
de nutrientes en la planta (Santos y Olivares, [2021)). Los organismos fangicos ejercen funciones
importantes como reguladores del ecosistema, control biol6gico y descomponedores de materia
organica (Frac et al. [2018). Ademas, su rol como secuestradores de nutrientes favorece las relaciones
mutualistas con organismos vegetales (Burford, Kierans, y Gadd, [2003).

Asimismo, el uso de agroquimicos, ya sea pesticidas o fertilizantes, también favorece el
crecimiento y la obtenciéon de nutrientes de los cultivos. Estos agroquimicos se han utilizado para
mitigar plagas y fomentar el desarrollo de los cultivos, como en la cana de azicar (Udeigwe et al.,
2015)). Sin embargo, el uso continuo de agroquimicos ha agravado problemas como el deterioro de la
salud del suelo, el aumento de la resistencia a los plaguicidas, la creacion de fitopatdgenos resistentes
a los medicamentos, el aumento de riesgos para la salud humana y la destruccion de la flora y la
fauna del entorno (Bhushan y Pathmal, 2021)).

Debido a los problemas que conlleva el uso de fertilizantes, es importante crear nuevas
estrategias para mejorar la producciéon de cultivos sin comprometer la salud del suelo. Uno de los
métodos implementados es la aplicacion de biofertilizantes. Se ha considerado el uso de hongos
como componente de estos biofertilizantes gracias a que presentan relaciones mutualistas con las
plantas, regulan el ecosistema y brindan nutrientes esenciales. En Guatemala ya se han implementado
algunas especies de hongos como biofertilizantes (ASAZGUAL [2020]). Actualmente, empresas como
Succeso y Semiagro, han formulado productos herbicidas y estimuladores del crecimento a base de
microorganismos para su comercializacion. Asimismo, el uso de organismos endémicos a un suelo
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favorece la produccion del cultivo debido a que son microorganismos adaptados al ambiente. Por
esta razon, se aislan microorganismos del suelo usado para el cultivo para que estos presenten
caracteristicas y actividades adaptadas a las condiciones de dicho suelo.

No obstante, los biofertilizantes a base de hongos no se utilizan con frecuencia en Guatemala,
al menos no en la misma medida que los fertilizantes quimicos convencionales. Por lo tanto, para
lograr practicas agricolas sostenibles y eficaces es necesario la incorporacion de biofertilizantes en
agricultura de Guatemala. Por consiguiente, para mejorar la salud del suelo del monocultivo de cana
de azucar, se optimizaran ino6culos de microorganismos fingicos mediante técnicas moleculares y
microbiologicas. Los analisis gendémicos para identificacién de cepas de interés se realizaras a partir
de secuenciacion de la region ITS. Asimismo, se seleccionaran cepas de interés agricola y se analizara
la actividad antagonica entre si. Se pretende utilizar estos cultivos para su uso como biofertilizantes,
reemplazando el uso de agroquimicos, lo que promovera el crecimiento del cultivo sin comprometer
la salud del suelo.



CAPITULO b

Marco contextual

Dentro del contexto dinamico de la investigacion agricola y ambiental en Centroamérica,
emerge una relacion que involucra al Ingenio Magdalena, el Centro de Estudios Biotecnologicos
(CEB) y la Universidad del Valle de Guatemala (UVG). El Ingenio Magdalena es uno de los actores
importantes en la industria de la cana de aztcar de la regiéon. Para eso, buscar ser una empresa lider
en costos y productividad a través de la innovacién, crecimiento y la creaciéon de valor sostenible,
diversificando los productos en distintos mercados (Ingenio Magdalenal, 2022)).

En la busqueda de soluciones innovadoras, el Centro de Estudios de Biotecnologia de la
Universidad del Valle de Guatemala ofrece su experiencia para desentranar las complejidades de la
salud del suelo, la productividad de los cultivos y la protecciéon del medio ambiente. Este centro
tiene como fin catalizar el desarrollo de la biotecnologia en el pais, vinculando la investigacion
y educacion, para su aplicaciéon en el beneficio de la sociedad y el medio ambiente. Del mismo
modo, pretenden integrar, coordinar y facilitar la generacion y transferencia de biotecnologia para
transformar descubrimientos cientificos en aplicaciones (Universidad del Valle de Guatemalal [2023)).

En medio de este panorama, la Universidad del Valle de Guatemala (UVG) juega un papel
fundamental en el abordaje de los desafios de la sostenibilidad agricola y la salud del suelo. La
destreza académica y las capacidades de investigacion de la universidad brindan una base soélida
para los esfuerzos multidisciplinarios destinados a optimizar el uso de fertilizantes, mejorar la
microbiota del suelo y promover practicas agricolas sostenibles. Al realizar vinculos entre el Ingenio
Magdalena y el Centro de Estudios de Biotecnologia de la Universidad del Valle de Guatemala,
se propuso el proyecto titulado “Mejoramiento de la salud del suelo de monocultivo a través de la
optimizacion de procedimiento de compostaje y manejo de microbiologia de suelos". Este proyecto
busca producir bacterias y hongos beneficiosos, para usarlos y sus bioproductos como biofertilizantes,
bioinsecticidas, bioestimulantes o en otras aplicaciones. Este trabajo es continuacion de la tesis
titulada “Metagenomica fungica y caracterizaciéon de hongos filamentosos con fenotipos de interés
agricola en suelos utilizados para el monocultivo de Saccharum officinarum” presentada por Aouda
Nicté Sanchez Gonzalez (Sanchez Gonzalez, [2023).
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Marco tedrico

6.1 Agricultura

La agricultura es el proceso de criar plantas, animales y otros seres vivos con el fin de
producir alimentos, fibras, plantas que se usan como medicinas y otros bienes que sustentan y
mejoran la vida humana (Harris y Fuller, 2014). La gestion de los recursos naturales, como el suelo,
el agua, el aire y la biodiversidad, es un emprendimiento humano fundamental que pretende satisfacer
las demandas de las generaciones presentes y futuras (Sinha y Baten| 2021)). Una amplia gama de
métodos, tecnologias y actividades que forman parte de la agricultura respaldan la sostenibilidad
ambiental, el crecimiento econémico y la seguridad alimentaria . Los cultivos que se
cultivan en la agricultura incluyen cereales (incluidos el trigo, el arroz y el maiz), frutas, verduras,
legumbres, semillas oleaginosas y mas . Con los avances en biotecnologia, tecnologia
y métodos agricolas respetuosos con el medio ambiente, la agricultura ha experimentado un cambio
sustancial (Wieczorek y Wright|, 2012)). Sigue siendo una industria dindmica e importante que se
ocupa del problema de alimentar a una poblacién mundial en crecimiento mientras protege el medio
ambiente y los recursos naturales (Viana, Freire, Abrantes, Rocha, y Pereiral [2022)).

6.1.1 Agricultura en Guatemala

Guatemala es un pais agricola y aproximadamente el 70 % del area total de la tierra esta
dedicada a la agricultura y la silvicultura . El sector agricola es vital para la economia
y el desarrollo del pais, en 2022, segin el World Bank, la agricultura de cana de aztcar constituyo
el 9.3% del producto interno bruto (PIB) y empleo el 29% de la mano de obra nacional
. Los principales productos agricolas en Guatemala son el maiz, la cana de azicar, el
banano, el café, el aceite de palma, melon, fresas y otros vegetales . En 2023 se pronostica que
Guatemala producird 2,6 millones de toneladas métricas de aztcar a partir de cafia de aztcar en
un area cosechada de 258 000 hectéareas 2022). En el Altiplano Occidental de Guatemala,
alrededor del 80% de los agricultores son campesinos tipicos que poseen fincas a pequena escala
con menos de 0,7 hectareas y cultivan mafz para su consumo doméstico (Matsumoto, Cifuentes,|
[y Masunagal 2013)). Como la vida de los agricultores depende principalmente de la producciéon en
fincas (Bellow, Roxanne, Hudson, y Ramachandran| 2008)), es muy importante mantener y mejorar
la productividad de la tierra.
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6.1.2 Suelos de Guatemala

El suelo fértil es un suelo que puede soportar el crecimiento saludable de las plantas y
producir altos rendimientos de cultivos (Black) {1993). Guatemala tiene una amplia variedad de
suelos y la fertilidad de estos puede variar debido a factores como el clima, la topografia y el uso
de la tierra (MARN] 2017). Entre los suelos fértiles de Guatemala se pueden mencionar los suelos
aluviales, volcéanicos, andosoles y regosoles (MARNL|2017)). Por otra parte, la degradacion del suelo es
un problema importante en el pais, en especial en areas donde la tierra se cultiva intensivamente o se
utiliza para el pastoreo de ganado (Breure, |2004). La erosion del suelo, el agotamiento de nutrientes
y la compactacion del suelo son las principales amenazas para la fertilidad (FAOL 2021). Por lo tanto,
las practicas de manejo sostenible de la tierra son cruciales para mantener suelos fértiles y garantizar
la seguridad alimentaria de la poblacion (FAO, [2021)).

6.1.3 Monocultivo

Monocultivo se define como la plantaciéon de la misma especie de cultivo a lo largo de los
anos en el mismo campo agricola (Nguyen et al.| 2020). El monocultivo a menudo se emplea en
la agricultura industrial moderna para maximizar la eficiencia, agilizar los procesos de produccion
y centrarse en el cultivo de siembras de alto rendimiento o econémicamente valiosas (Saud, [2021)).
Sin embargo, los impactos de los cultivos continuos en la salud del suelo dependen del contexto
en el sentido de que dependen de los tipos de cultivos, la duracion del cultivo, el tipo de suelo y
los factores climéaticos (Guangzhou, Li, Xi, y Cong} 2022)). Asimismo, el cultivo continuo podria
conducir a penalizaciones en el rendimiento de los cultivos debido a la alteracion de las propiedades
fisicoquimicas del suelo y las comunidades microbianas con el tiempo (Pervaiz et al., [2020).

El monocultivo y los cultivos continuos, aunque no son la tnica causa, pueden afectar
negativamente los indicadores abioticos y bioticos del suelo (van Es y Magdoff, 2009)). En cuanto a los
componentes fisicos, puede afectar las propiedades fisicoquimicas del suelo y conducir a la reducciéon
del carbono orgénico, la disponibilidad de nutrientes esenciales, causar una alteraciéon del pH, ademés
de la acumulacion de tipos de metabolitos bioquimicamente menos diversos (Udeigwe et al., |2015)).
También podria tener consecuencias ambientales (Pervaiz et al., [2020). En consecuencia, los suelos
degradados con un pH reducido pueden alterar la fertilidad (Kim et al., 2022)). Los monocultivos
son més susceptibles a los brotes de plagas y enfermedades patogénicas porque las plagas pueden
propagarse rapidamente entre una poblacién de cultivo uniforme (C. Liu et al.l 2018). En general,
una reduccion en los taxones microbianos beneficiosos y un enriquecimiento de microbios patégenos
no solo impactan negativamente en la producciéon de cultivos, sino que también desmantelan la red
alimentaria beneficiosa del suelo y las interacciones del ciclo microbiano, que son esenciales para la
salud y la sostenibilidad del suelo (van Es y Magdoft] 2009).

6.1.4 Fertilidad del suelo

El suelo fértil contiene una gran cantidad de nutrientes esenciales para las plantas, como
nitrégeno, fosforo y potasio (van Es y Magdoft, |2009). Asimismo, presenta minerales como el calcio,
el magnesio y el hierro (Breure, 2004). Otro componente importante es la materia orgénica, esta
se compone por los restos descompuestos de plantas y animales, y juega un papel importante en la
fertilidad del suelo (Spark y Swift},|2002). Una cantidad adecuada de materia organica contribuye a la
mejora de la estructura del suelo, la retencion de agua y la disponibilidad de nutrientes (Neal, Sposito,
Holtzclaw, y Traina, [s.f.). Ademas, una caracteristica del suelo fértil es presentar un movimiento
adecuado del agua y el aire, debido a que esto favorece el desarrollo de las raices y la absorcién de
nutrientes (Jastrow, Amonette, y Bailey|, |2007)). Cabe resaltar que un buen drenaje también permite
que el exceso de agua se aleje de la zona de la raiz, evitando la pudricion de esta y otras enfermedades
de las plantas relacionadas con el agua (van Leeuwen) 2010).

Para cumplir algunos de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), planteados por las
Naciones Unidas en 2015, es necesario cuidar y mantener la salud del suelo, ya que contienen aspectos
econOmicos, sociales y ambientales. La principal funcién que cumple un suelo fértil es la provision
de alimentos, cumpliendo con el Hambre Cero, uno de los propoésitos de dichos objetivos. Un suelo
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fértil también proporciona nutrientes esenciales para el crecimiento de las plantas, para producir
alimentos saludables con todos los nutrientes necesarios para la salud humana (FAO| 2023|). Ademas,
la fecundidad del suelo incide en las actividades con impacto econémico y, por tanto, esta relacionada
con el crecimiento econémico y la lucha contra la pobreza. Finalmente, una buena gestion de la
fertilidad del suelo puede ayudar a reducir la contaminacién del suelo, el agua y el aire, regular
la disponibilidad de recursos hidricos, apoyar una comunidad bidtica diversa y activa, aumentar la
cubierta vegetal y permitir una huella de carbono neutral (FAO, [2023).

6.1.5 Ecologia del suelo

El suelo es un componente clave del ecosistema que proporciona material de enraizamiento
para las plantas y es el habitat de los organismos saprofitos que reciclan la materia y los nutrientes
a través del proceso de descomposicion (Jorgensen y Fathl 2008). La ecologia del suelo se ocupa
de las interacciones entre los organismos del suelo (tanto microorganismos como fauna) y entre los
organismos del suelo y sus entornos fisicos y quimicos (Frac et al., 2018). Entre ellos se incluyen
bacterias, hongos, protozoos, nematodos, artropodos y otros organismos (Hill et al.; |2000]).

Estos microorganismos tienen una variedad de capacidades metabodlicas que les permiten
descomponer y utilizar la materia organica y los nutrientes del suelo (Jansson y Hofmockel, |2018)).
Algunos microorganismos son capaces de fijar nitrogeno atmosférico, mientras que otros son capaces
de degradar compuestos organicos complejos (O’Callaghan, Ballard, y Wright|, |2022). También son
importantes para el ciclo de nutrientes en el suelo, ya que descomponen la materia organica y liberan
nutrientes como nitrégeno, foésforo y potasio que son esenciales para el crecimiento de las plantas
(Pavao-Zuckerman| 2008|). De la misma manera, ayudan a inmovilizar los nutrientes y evitan que se
filtren del suelo (Santos y Olivares, 2021). Ademas, son capaces de formar relaciones simbioticas con
las plantas y ayudar a mejorar la absorcion de nutrientes de estas (Santos y Olivares, [2021)).

6.1.6 Rol de los hongos en la ecologia del suelo

Segun Frac y otros (2018) los hongos son habitantes muy exitosos del suelo, debido a su
capacidad de adoptar diversas formas en respuesta a condiciones adversas o desfavorables. Los hongos
del suelo son importantes descomponedores de materia organica y juegan un papel clave en el ciclo de
nutrientes (Frac et al.l |2018). Descomponen moléculas orgénicas complejas en formas méas simples
que pueden ser absorbidas por otros organismos, liberando nutrientes como nitréogeno, fosforo y
carbono que son esenciales para el crecimiento de las plantas (Burford et al., [2003]).

Los hongos también tienen la capacidad de formar asociaciones mutualistas con las plantas,
conocidas como micorrizas (Rodriguez-Ramos et al., [2021). En estas asociaciones, los hongos
colonizan las raices de las plantas y la ayudan a absorber los nutrientes del suelo, mientras que la
planta proporciona carbohidratos al hongo (Tian et al., |2021). Algunos hongos del suelo pueden
controlar los patogenos de las plantas, ya sea a través de la competencia directa o mediante
la produccién de compuestos antifingicos (Breure, 2004). Cabe mencionar que, son importantes
secuestradores de carbono, ya que pueden almacenar grandes cantidades de carbono en su biomasa
y en el suelo (Frac et al.,|2018]|). Hay varias especies de hongos que se encuentran en el suelo, y todas
tienen cualidades especiales que afectan la forma en que interactian y funcionan ecoldégicamente. En
la Tabla|[l] se detallan algunos hongos encontrados cominmente en suelo.
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Tabla 1
Composicion de la comunidad fingica en diferentes ecosistemas del suelo y su funcion.
Ecosistema Composicion Funcién/reaccion fangica Referencia
fangica
Bosque Basidiomycota Mutualistas ectomicorrizicos que protegen (Rillig y Mummey,
Ascomycota familias de plantas como Pinaceae, 2006)
Fabaceae, Betulaceae y Fagaceae
Agricultura  Capnodiales 'y Reduccion de suelos afectados por sequia (Bastida,  Torres,
FEurotiales Hernandez y
Garcia, 2017)
Penicillium Aumento de suelos fertilizados (Zifcakova,

Vétrovsky, Howe y
Baldrian, 2016)

Pastizales Pleosporales La mayoria de ellos se conoce como (Porras-Alfaro,
patogenos vegetales. Herrera, Natvig,
Lipinski y

Sinsabaugh, 2011)

Nota. Adaptado de Frqgc, Hannula, Betka y Jedryczka (2018).

6.2 Fertilizantes

Un fertilizante es una sustancia o mezcla que se agrega al suelo o a las plantas para
proporcionar los nutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo saludable de las plantas
(Khan, Mobin, Zahid, y Alamril 2017). Juegan un papel crucial en la agricultura debido a que
complementan el contenido de nutrientes del suelo, asegurando que las plantas reciban los elementos
necesarios para un crecimiento 6ptimo, un mayor rendimiento de los cultivos y una mejor salud en
general (Krasilnikov et al. [2022]). Los fertilizantes son formulados para proporcionar estos nutrientes
esenciales en proporciones especificas, segin los requisitos de las plantas que se cultivan (Prasad y
Smoll, 2023). Ademés, pueden ser de origen organico o inorganico y se aplican a través de varios
métodos, que incluyen la incorporacién al suelo, la aplicacion superficial, la aplicacion foliar y
los sistemas de riego (X. Wang et al. 2020). El uso adecuado y responsable de fertilizantes es
esencial para mantener practicas agricolas sostenibles y minimizar los impactos ambientales negativos
(Krasilnikov et al., [2022).

6.2.1 Fertilizantes inorganicos

Los fertilizantes inorgénicos, comunmente conocidos como fertilizantes sintéticos o quimicos,
son sustancias ricas en nutrientes que se crean y se administran al suelo o las plantas para promover
el crecimiento y aumentar la productividad agricola (Lu et al. 2019). Se emplean con frecuencia en
la agricultura contemporanea para dar a los cultivos nutrientes particulares en una forma facilmente
asimilable. Estos fertilizantes estan formulados para brindar proporciones especificas de nutrientes
clave requeridos por las plantas, asi como también nutrientes secundarios y micronutrientes (Strong
y Holford, [1997). Se pueden aplicar a través de varios métodos, que incluyen difusién, bandas, a
través de sistemas de riego y pulverizacion foliar (Kafkafi y Kant), 2013)). En Guatemala, el consumo
de fertilizantes se estima que fue de 427.4 kilogramos por hectérea de tierra cultivable en el 2020
(World Bank} [2020). Sin embargo, el uso de fertilizantes varia dependiendo de las practicas agricolas,
tipo de cultivo y condiciones econémicas.

Composiciéon quimica

Los fertilizantes inorgénicos generalmente se fabrican a partir de compuestos sintéticos y
su composiciéon quimica puede variar segiun la formulacion especifica. Sin embargo, generalmente
contienen tres macronutrientes primarios: nitrogeno, fosforo y potasio (Zandvakili, Barker, Hashemi,
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Etemadi, y Autiol [2019). Ademas de estos nutrientes primarios, los fertilizantes inorganicos también
pueden contener nutrientes secundarios y micronutrientes, como calcio, magnesio, azufre, hierro y
zinc (M. Zhang et al.l [2019)). La composicién quimica de los fertilizantes depende de las necesidades
especificas de la planta. Algunos fertilizantes inorganicos comunes se componen de: nitrato de amonio,
que contiene aproximadamente un 34 % de nitrégeno; urea, la cual contiene aproximadamente un
46 % de nitrogeno; superfosfato triple, que contiene un 46-48 % de fosforo; cloruro de potasio, el cual
contiene 60-62 % de potasio; nitrato amonico calcico, que contiene un 27 % de nitrégeno y un 11 %
de calcio; fosfato monoamonico, que contiene un 11 % de nitrogeno y un 52 % de fosforo; y fosfato
diaménico, que contiene aproximadamente un 18 % de nitrégeno y un 46 % de fosforo (M. Zhang et
al., [2019).

Implicaciones del uso de fertilizantes inorganicos

El uso excesivo o inapropiado de fertilizantes quimicos es una de las principales causas del
desequilibrio de nutrientes en el suelo, lo que lleva a grandes pérdidas de cultivo y fertilidad del
suelo. El nutriente mas afectado por el uso de fertilizantes es el nitrégeno, debido a que se reduce
su recuperacion en un 30 % y su eficiencia de uso en un 35% (Zhong y Cail, [2007). Segiin Khan y
otros (2017), los nutrientes suministrados exclusivamente a través de fertilizantes quimicos mejoran
inicialmente el rendimiento del cultivo, pero los rendimientos no son sostenibles en el tiempo debido
a que puede interrumpir el ciclo natural de nutrientes y el equilibrio en el suelo. El uso desequilibrado
de estos disminuye la fertilidad del suelo y reduce un 38 % el rendimiento del cultivo debido a que
las plantas se vuelven dependientes a fuentes externas (Khan et al., [2017)). También se ve afectado
debido al cultivo intensivo, debido a que se degrada la estructura natural del suelo a causa del efecto
de trituracion y cizallamiento de los equipos pesados, asi como al agotamiento de la materia orgénica
del suelo (Rasool, Kukal, y Hira; [2007)).

Impactos a la salud. El uso excesivo de pesticidas ha sido empleado en otras criaturas vivas
(p. €j., peces, pajaros y humanos), ademéas de plagas/insectos. La proteccion de la salud publica
se ha convertido en un desafio primordial, en vista que se estan observando los efectos nocivos
de los agroquimicos en la salud humana y el medio ambiente por su uso durante la agricultura
debido a la contaminacion de los reservorios de agua por plaguicidas y fertilizantes utilizados en
la agricultura, en vista que se estdn observando los efectos nocivos de los agroquimicos en la
salud humana y el medio ambiente por su uso durante la agricultura (Abhilash y Singhl 2009).
Se observaron efectos tanto agudos como crénicos en la salud humana debido a la presencia de
pesticidas en los sistemas ambientales (Cui, Dou, Chen, Ju, y Zhang}, [2014)). Los trastornos de salud
humana comtnmente informados observados son problemas del sistema inmunolégico, problemas
hormonales, delirio, problemas reproductivos, intoxicacion e incluso cancer (Guptal 2004). Ademaés,
los metales pesados en el suelo agregados por la aplicacion de fertilizantes pueden transportarse a
los cuerpos de agua adyacentes y pueden afectar severamente el ecosistema acuatico y provocar que
el agua sea inapropiada para el consumo humano (Gupta, [2004)).

Impactos ecologicos. El uso regular e indiscriminado de fertilizantes quimicos puede aumentar
los niveles de metales pesados en el suelo, debido a que pueden contener trazas de metales como
cadmio, plomo y mercurio (Alengebawy, Abdelkhalek, Qureshi, y Wang), [2021). Los metales pesados
presentes en los suelos pueden reducir la produccién agricola, la salud del suelo y la calidad de los
alimentos, asi como los peligros para la salud de los seres vivos (Yang et al., [2020). El transporte de
exceso de nutrientes se lleva a cabo hacia los reservorios de aguas superficiales estancadas a través de
las lluvias causando eutrofizacién en los mismos. Ademaés, se produce un gran crecimiento de algas
y otras plantas acuéticas, las cuales consumen la mayor parte del oxigeno disuelto necesario para la
vida acuatica. Como consecuencia, el agua se vuelve menos tutil para actividades como la pesca, la
recreacion, la industria, entre otras (H. Wang, Xu, Zhou, Ma, y Duan, [2018)).

La percolacion del agua contaminada con fertilizantes también puede contaminar las aguas
subterraneas debido a la mezcla de estos productos quimicos y, en tltima instancia, afecta la salud de
los seres vivos después de la ingesta (Rodriguez-Ramos et al., 2021). También se ha demostrado que
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la aplicacion de fertilizantes quimicos tiene un efecto directo sobre la composicién de la comunidad
microbiana del suelo en monocultivos de plantas (H. Wang et al., 2018]). Ademaés, el uso intensivo de
fertilizantes puede reducir la diversidad de plantas en los agroecosistemas, afectando negativamente
a los polinizadores, los insectos benéficos y otros animales salvajes que dependen de diversos habitats
de plantas (Millard et al. [2021)).

6.2.2 Biofertilizantes

Los biofertiliantes pueden procesarse y comercializarse de la misma manera que los
fertilizantes quimicos (Deravel, Krier, y Jacques, |2014). Estos se derivan de fuentes naturales,
como estiércol animal, compost, harina de huesos, emulsion de pescado y otros materiales organicos.
(Abbey, Abbey, Leke-Aladekoba, Iheshiulo, y Ijenyo, 2019). Estos bioproductos contienen agentes
de biocontrol, es decir, organismos naturales o sustancias derivadas de materiales naturales como
animales, plantas, bacterias o ciertos minerales, incluidos sus genes o metabolitos, especialmente
formulados para su uso como un producto para mejorar la produccion de cultivos (Deravel et al.,
2014)). Los biofertilizantes son, en gran parte, microorganismos vivos que pueden mejorar la fertilidad
del suelo y el crecimiento de las plantas (Deravel et al., |2014). Los biofertilizantes son, en gran parte,
patogenos microbianos de la plaga que necesita control, que pueden procesarse y comercializarse de
la misma manera que los plaguicidas quimicos, y algunos han tenido un éxito considerable en los
sistemas de protecciéon de cultivos (Deravel et al., 2014).

Composicion

Los biofertilizantes, por lo general, estAn compuestos por microorganismos vivos. También
pueden contener materia organica, como residuos de plantas o compost, que pueden proporcionar
nutrientes adicionales y mejorar la estructura del suelo (Daniel et al., [2022)). La formulacion de
biofertilizantes se clasifica en formulacion s6lida y formulacion liquida (Lengai y Muthomil, [2018)).
La composicion de los biofertilizantes puede variar segtin el tipo de microorganismos utilizados.
Sin embargo, normalmente contienen bacterias, hongos o algas beneficiosas, o una combinaciéon de
estos microorganismos (Joshi, [2006]). Los biofertilizantes también pueden contener materia organica,
como residuos de plantas o compost, que pueden proporcionar nutrientes adicionales y mejorar la
estructura del suelo (Anwer} [2017)).

Beneficios ambientales

Entre los beneficios ecologicos de los biofertilizantes se encuentran que son menos toxicos
y dafinos que los fertilizantes convencionales (Devi y Kumar, 2020)) (Abbey et al.l |2019)). Pueden
fijar el nitrégeno atmosférico y convertirlo en formas que las plantas puedan absorber facilmente,
ayudando a aumentar la disponibilidad de nutrientes esenciales para las plantas y promoviendo un
crecimiento méas saludable (Daniel et al., 2022). También son capaces de mejorar la fertilidad del
suelo, la capacidad de retenciéon de agua y la capacidad de retencién de nutrientes, lo que conduce
a suelos mas sanos y productivos (Chaudhary, Singh, Chaudhary, Sharma, y Kumar] 2022). Los
beneficios adicionales incluyen el hecho que tienen la capacidad de ayudar al mantenimiento de las
poblaciones de insectos beneficiosos, debido a que su proceso de aplicaciéon no es peligroso (Copping
y Menn, 2000)).

Biofertilizantes a base de hongos

Existen biofertilizantes a base de hongos que funcionan colonizando las raices de la planta
y formando una relacién simbidtica con la planta, conocida como micorrizas (Srivastava, Johny, y
Adholeyal 2021). Los hongos micorrizicos ayudan a las plantas a absorber los nutrientes del suelo,
particularmente el fésforo y otros minerales que son dificiles de extraer para las plantas por si mismos
(Madawalal 2021); a cambio, los hongos reciben carbono de la planta, que utilizan como fuente de
energia (Madawalal 2021)). De igual forma, se pueden utilizar hongos que disuelven formas insolubles
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de fosforo, haciéndolo méas accesible a las plantas y contribuyendo a mejorar el crecimiento de las
plantas(Vassileva et al., [2022).

También pueden mejorar la estructura del suelo, la capacidad de retenciéon de agua y reducir
la erosion. Ademaés, favorecen la resistencia a enfermedades y plagas, asi como la tolerancia a
condiciones de estrés, como la sequia o las temperaturas extremas (Vosatka y Albrechtoval [2009).
Algunos hongos comunes utilizados en biofertilizantes incluyen hongos micorrizicos arbusculares
(AMF) y hongos ectomicorrizicos (EMF). Los AMF se encuentran en las raices de la mayoria de las
plantas y forman una relacién mutualista con la planta, mientras que los EMF colonizan las raices
de los arboles y otras plantas lefiosas (P. Kumar y Dubeyl, 2020)). En la Tabla se enlistan algunos
hongos utilizados como biofertilizantes (Odoh et al., [2020)).

Tabla 2
Algunos hongos utilizados como biofertilizantes y su modo de accion.

Agentes biofertilizantes Especie Funcioén /reaccién fangica
Fusarium spp Fusarium solani y F. Enriquece el compost con
Ozysporum biofertilizantes. Degrada los residuos
vegetales y mantiene el equilibrio C:N
en el suelo.
Trichoderma spp Trichoderma Mejora la degradacion del compost.
harzianum,
Aspergillus,
Penicillium
Hongos micorrizicos Glomus intraradices Reduce el impacto del estrés ambiental.

Mejora el estado de salud de las plantas
mientras mejora los minerales déptimos.

Aspergillus spp Aspergillus niger Solubiliza el fosfato no disponible para
uso de la planta a través de la secrecion
de 4cido organico. Mejora la calidad del
suelo con usos posteriores.

Penicillium spp P. bilaji, P. idtalicum, Suministra minerales esenciales (P, Mn,
P. albidum, P. Zn, Fe, Co, Cu y Mo) a las plantas.
frequentans, P. Induce resistencia al estrés abiotico en
stmplicissimum, P. siembras jovenes. Protege a las plantas
rubrum, P. erpansum, de patégenos fungicos.

P. oxalicum, P.
citrinum

Chaetomium spp C. bostrychodes, C. Mejora la degradaciéon del compost.
olivaceum

Gliocladium spp Gliocladium Reduce la incidencia de la enfermedad
catenulatum del damping-off.

Tritirachium spp T. album, T. egenum Secreta  acidos  organicos  para

disolucion de minerales.

Nota. Adaptado de Odoh, et al (2020)

6.3 Identificacion molecular de hongos

La identificacion molecular de hongos es un proceso que utiliza técnicas de biologia molecular
para identificar y clasificar hongos en funcién de su material genético. Este es un método maés
preciso y confiable en comparaciéon con los métodos de identificacién tradicionales que se basan en
caracteristicas fisicas y morfologicas (Azuddin, Mohamad Noor Azmy, y Zakarial [2023). Los métodos
de identificacion molecular se estan volviendo cada vez mas importantes para la identificacion de
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hongos, particularmente en el contexto de muestras ambientales donde los métodos tradicionales
pueden no ser tan efectivos. Al caracterizar diferentes cepas de hongos, la identificacién molecular
puede proporcionar informacién importante sobre la diversidad y la ecologia de los hongos, y puede
potenciar el desarrollo de nuevas aplicaciones para los hongos, incluidos los biofertilizantes y los
agentes de biocontrol (Bonneville et al., 2020).

6.3.1 Meétodos de identificacién molecular de hongos para desarrollo de biofertilizantes

Los métodos de identificacién molecular de hongos son importantes para el desarrollo de
biofertilizantes porque permiten la identificacion precisa de hongos especificos que tienen efectos
beneficiosos sobre el crecimiento de las plantas y la salud del suelo. Estos métodos de identificacion
pueden proporcionar informacion sobre la taxonomia, la diversidad y las caracteristicas funcionales
de los hongos, lo que permite la selecciéon de las cepas més eficaces para su uso en biofertilizantes
(Hill et al.l [2000)). Estos métodos de identificacion molecular se pueden utilizar en combinacion con
métodos tradicionales basados en cultivos para seleccionar y caracterizar cepas de hongos para su
uso en biofertilizantes. Al identificar y seleccionar las cepas de hongos maéas efectivas, se pueden
desarrollar biofertilizantes que tienen el potencial de mejorar la fertilidad del suelo y promover la
agricultura sostenible (Islam et al., 2019).

6.3.2 Reaccion en cadena de polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de biologia molecular utilizada
para amplificar secuencias especificas de acido desoxirribonucleico (ADN) (El Sheikha) 2019). La
PCR es una herramienta poderosa en biologia molecular y ha permitido muchos descubrimientos y
aplicaciones importantes en diversos campos (Hariharan y Prasannath| [2021). El proceso de PCR
implica desnaturalizacion, la plantilla de ADN de doble cadena se calienta a una temperatura alta
(tipicamente 95-98°C) para separar las dos cadenas; anillamiento, donde se baja la temperatura para
permitir que los primers (secuencias de ADN cortas que son complementarias a la secuencia objetivo)
se regeneren con la plantilla de ADN monocatenario; y la extension, donde se eleva la temperatura
para permitir que una enzima ADN polimerasa extienda los primers a lo largo de las hebras de
ADN molde, lo que da como resultado la sintesis de nuevas hebras de ADN complementarias. Estos
pasos se repiten durante varios ciclos (tipicamente de 20 a 40 ciclos), lo que da como resultado
una gran amplificaciéon de la secuencia de ADN objetivo. Posteriormente, el ADN amplificado se
puede visualizar utilizando técnicas como la electroforesis en gel o la secuenciacion.Estos pasos se
repiten durante varios ciclos (tipicamente de 20 a 40 ciclos), lo que da como resultado una gran
amplificacion de la secuencia de ADN objetivo (Hariharan y Prasannathl 2021). Posteriormente,
el ADN amplificado se puede visualizar utilizando técnicas como la electroforesis en gel o la
secuenciacion.

6.3.3 Secuenciacién

La secuenciacion de Sanger se utiliza para determinar el orden de las bases de nucle6tidos en
una molécula de ADN (Heather y Chain, 2016). Historicamente, ha sido esencial para comprender el
codigo genético de numerosas criaturas, incluidos los humanos (Adams, [2008). Es una herramienta
clave en biologia molecular y genomica. La terminacion de cadena en la secuenciacion de Sanger
utiliza nucle6tidos modificados que han sido marcados con fluorescencia. Mediante esta técnica se crea
un cromatograma que representa la secuencia de la plantilla de ADN (Sanger, Nicklen, y Coulson,
1977). Esta técnica se ha utilizado para fines de diagnostico, para secuencias genomas de organismos
pequenos, determinar variaciones o mutaciones, caracterizacion de regiones de ADN, entre otros
(Guptal, 2004).

La secuenciacién de Sanger también se utiliza para analizar la diversidad genética de los
hongos presentes en una muestra de suelo, por medio de secuencias de ADN conservadas como
es el caso de los espaciadores de transcrito interno (ITS). Comprender la composicion genética de
estos hongos puede proporcionar informacién sobre sus interacciones simbidticas con las plantas, sus
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adaptaciones ambientales y sus beneficios potenciales como biofertilizantes (Hagh-Doust, Farkkila,
Moghaddam, y Tedersoo, 2022). De la misma manera, puede ayudar a identificar y distinguir con
precision entre las diferentes cepas de hongos presentes en el suelo.

Secuencia ITS

La region del espaciador transcrito interno (ITS) del ARN ribosémico nuclear presenta la
mayor probabilidad de identificacion correcta para una gran cantidad de linajes fungicos analizados
(Schoch et al. [2012). La secuenciacion ITS fungica puede detectar diversidad de muestras, lo que
permite a los investigadores investigar la importancia biolégica de estas (Bellemain et al., [2010). Es
un marcador viable porque es hipervariable y distintivo entre especies, pero apenas cambia entre
individuos de la misma especie (Pereira et al., [2010). GenBank es el repositorio de secuencias mas
completo y ampliamente utilizado en el campo (Clark, Karsch-Mizrachi, Lipman, Ostell, y Sayers,
2016)). Asimismo, se ha desarrollado una base de datos especifica para secuencias fingicas, UNITE
(User-friendly Nordic ITS Ectomycorrhiza Database por sus siglas en inglés) (Koljalg et al., 2013)).
UNITE tiene como objetivo unificar la identificacion taxonémica de hongos y corregir las anotaciones
asociadas con los nombres taxonémicos en la mayor medida posible (7} 7).

6.4 Desafios y oportunidades de los enfoques moleculares para la identificacién
de hongos

Los enfoques moleculares para la identificaciéon de hongos tienen muchas ventajas sobre
los métodos tradicionales basados en la morfologia, pero también presentan varios desafios y
oportunidades. Entre los desafios se encuentra que algunas técnicas moleculares para la identificacion
de hongos pueden ser costosas, especialmente en comparaciéon con los métodos tradicionales
basados en la morfologia (Jansch et all [2005). Ademaés, algunas técnicas moleculares, como PCR
y secuenciacion de ADN, requieren conocimientos técnicos especializados que pueden no estar
disponibles en todos los laboratorios (Segre, 2020).

A pesar de estos desafios, los enfoques moleculares para la identificaciéon de hongos son
generalmente més precisos que los métodos tradicionales, especialmente para especies estrechamente
relacionadas o cripticas (Dizkirici y Kalmer,|2019). Los enfoques moleculares para la identificacion de
hongos pueden ser mucho més rapidos que los métodos tradicionales, lo que permite una identificacion
rapida de especies de hongos en muestras clinicas o ambientales (Vazquez, 2016). Ademas, las
técnicas moleculares, como la secuenciacion de ADN, pueden procesar un gran nimero de muestras
simultaneamente, lo que permite un anélisis de alto rendimiento de las comunidades fingicas (White,
Bruns, Lee, y Taylor, |1990)). También se pueden utilizar para identificar especies de hongos nuevas
o previamente desconocidas, ampliando nuestra comprension de la diversidad y la ecologia de los
hongos (Segre, [2020).

6.5 Analisis de antagonismo flingico

Los microorganismos con capacidades de biocontrol pueden tener un efecto sinérgico
y estimular el antagonismo de otros agentes de biocontrol contra las enfermedades de las
plantas (Sharma et all [2017). Los microorganismos promotores del crecimiento de las plantas
(PGPR) inductores de resistencia y antagonizantes podrian ser utiles como nuevos inoculantes con
combinaciones de diferentes mecanismos de accion, lo que conduciria a un uso mas eficiente para
estrategias de biocontrol y promocién del crecimiento vegetal (Glickl 2012)). Los experimentos de
antagonismo in vitro a menudo se utilizan para investigar el efecto de los aislados bacterianos en
ciertas enfermedades, antes de los ensayos de invernadero y/o de campo (Bashan, de Bashan, Prabhu,
y Hernandez, [2014]).
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6.5.1 Mecanismo de accién

Los antagonistas fangicos pueden exhibir varios mecanismos de acciéon implicados en el
control biologico de enfermedades. Algunos antagonistas de hongos acttian como parasitos de
otros hongos, interfiriendo con su crecimiento y reproduccién, este mecanismo se conoce como
micoparasitismo (Ram, Debnath, Negi, y Singh| 2022)). Los antagonistas de hongos producen
antibioticos, enzimas o toxinas que inhiben el crecimiento y la actividad de los patoégenos de las
plantas (Mathivanan, Prabavathy, y Vijayanandrajl [2008]). También compiten con los patdgenos de
las plantas por los nutrientes esenciales o el espacio, lo que limita su crecimiento y establecimiento
(Thambugala, Daranagama, Phillips, Kannangara, y Promputthal, [2020). Pueden inducir respuestas
de defensa en las plantas hospedantes, mejorando su resistencia a los patégenos (Ghannoum y Rice,

[1999).

Entre estos mecanismos, la antibiosis se considera el mas importante, ya que los antagonistas
producen una serie de metabolitos secundarios, como antibiéticos y toxinas, que contribuyen a su
actividad antagonista contra los patogenos de las plantas (Masi, Nocera, Reveglia, Cimmino, y|
. Estos mecanismos contribuyen colectivamente a la capacidad de los antagonistas
fangicos para restringir el crecimiento de patogenos vegetales y controlar las enfermedades fangicas
(Thambugala et al., 2020)).
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Metodologia

7.1 Hipotesis

7.1.1 Hipotesis de investigacion

Las muestras de hongos poseen el potencial de ser utilizados como biofertilizantes para
mejorar la calidad del suelo, el crecimiento y el rendimiento de los cultivos de cana de azucar.

7.1.2 Hipotesis nula

Las muestras de hongos no poseen el potencial de ser utilizados como biofertilizantes para
mejorar la calidad del suelo, el crecimiento y el rendimiento de los cultivos de cana de aztcar.

7.2 Variables

Tabla 3
Variables de investigacion del trabajo de graduacion.

Variable Definicién conceptual

Definiciéon operacional

Secuencia de Una variante genética, un subtipo o una

ITS de cepas cultura dentro de una especie de hongo
(Dijkshoorn, Ursing, y Ursing, 2000).

Biofertilizantes Sustancia que contiene microorganismos
que promueve el crecimiento de la planta
al aumentar la disponibilidad de nutrientes
(Vesseyl, 2003).

Antagonismo La accién de cualquier organismo que

fangico suprime o interfiere con el crecimiento
normal y actividad de un organismo (Gloer}
1995).

Analisis molecular de 45 cepas
distintas de hongos.

Formulacion de in6culos fungicos
utilizados como biofertilizantes.

Pruebas de antagonismo que
demuestren la interacciéon entre las
cepas de hongos seleccionadas.

Nota. Elaboracion propia

18
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7.3 Diseno experimental

El diseno que se utilizara serd un diseno cuasi experimental debido a que se pretende
medir las variables dependientes (actividad antagonica) de manera no aleatorizada. La variable
independiente que se modificara seran las cepas de hongos. Se identificaran las especies de hongos
capaces de mejorar la salud del suelo y se analizara el anatogonismo fangico de estos.

7.4 Poblaciéon y muestra

7.4.1 Poblaciéon

La poblacién del estudio pertenece a un cepario de hongos obtenido de muestras de suelo
del Ingenio Magdalena. Las muestras fueron recolectadas y procesadas por Aouda Sanchez.

7.4.2 Muestra

Se establecié una muestra de 45 cepas de hongos, no identificados genémicamente.

7.5 Recoleccion de datos y analisis experimental

7.5.1 Resiembra de hongos

Se esterilizé previamente el drea antes de empezar el procedimiento. Se tomé un pedazo de
algodon con micelio de hongo con pinzas del tubo Falcon que contiene la preservaciéon de cepas de
hongos. Posteriormente, se sembr6 en placas de rosa de Bengala para revivir las cepas de hongos.
Finalmente, se incubaron a temperatura ambiente durante 2 semanas.

7.5.2 Extraccion de ADN de hongos

En el SOP 19 se describe la metodologia de la extraccion de ADN de hongos. El micelio de
los hongos se recogié mediante un bisturi en un recipiente de porcelana, se congelaron con nitrégeno
liquido y se molieron con un mortero. E1 ADN genémico total se extrajo con una version ligeramente
modificada del protocolo de Wizard Genémica DNA Purification kit de Promega. No se agregd
enzima litica. Después de la adicion de la solucion de lisis del ntucleo, el protocolo se modifico
incubando la muestra a 37 °C durante 1 h. La muestra se centrifugé durante 20 minutos a velocidad
de 13,000 rpm en una microcentrifuga después de la adicion de la soluciéon de precipitacion de
proteinas.

7.5.3 Amplificacién del gen ITS

En el SOP 12 se describe la metodologia de la amplificaciéon del gen ITS. Previo a la
realizacion del PCR, se estandarizd la concentracion de la muestra a 50ng/pL. Se realizaron 46
reacciones por par de primers; uno por cada cepa y un blanco con agua libre de nucleasas.

Para el Master Miz se utiliz6 el GoTaq®) Hot Start Colorless Master Mix de Promega. La
receta utilizada para las reacciones, con un volumen final de 15pL, fue la siguiente:

El PCR para cada cepa de hongos se realizo en un termociclador PTC-100TM Programmable
Thermal Controller de MJ Research Inc. con el siguiente programa:

Los productos de ambos PCR se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 %.

7.5.4 Secuenciacion del gen ITS

La secuenciacion para la obtencion de datos para el analisis genémico de las 45 cepas fingicas
se realiz6 mediante el laboratorio externo Macrogen para un amplicon contenido en la region ITS
(ITS1). Como resultado, el laboratorio obtuvo un archivo fastq por muestra y amplicon con los datos
crudos.



CAPITULO 7. METODOLOGIA 20

Tabla 4

Receta de master miz de la preparacion de PCR para amplificar la region ITS.
Componente 1X (unL) 46X (nL)
Go Taq master mix 7.5 uL 345 nL
Oligo F (10mM) 0.75 pL. 34.5 pL.
Oligo R (10mM) 0.75 pL 34.5 pL
Agua libre de nucleasas 4 pL 184 pLL
ADN 2 pL -
TOTAL 15 pL -

Nota. Elaboracion propia

Tabla 5

Programa de PCR utilizado para la amplificacion de la region ITS.
Etapa Temperatura Tiempo (min) Ciclos

(C)

Desnaturalizacién inicial 95°C 2:00 1
Desnaturalizacion 95°C 0:30
Alineamiento cebadores 55°C 0:30 35
Extension Taq 72°C 1:00
Extension final 72°C 5:00 1

Nota. Elaboracion propia

7.5.5 Analisis genémico del gen ITS

Para el analisis de secuencias, se realizo la identificacion a nivel de especies a partir de dos
bases de datos: NCBI y MycoBank. Se determind el género y especie de cada cepa, tomando en cuenta
los porcentajes de identidad, el e-value y el porcentaje de cobertura como valores determinantes para
la identificacion.

7.5.6 Soluciéon de esporas

Todas las cepas de hongos seleccionados a partir de la secuenciacién se cultivaron en medio
PDA a 26 °C durante 7 dias. Se realiz6 un lavado con 5 mL de solucién salina 0.9 % estéril con la
ayuda de una jeringa de 5 mL. El liquido obtenido tras el lavado fue transferido a un tubo Falcon
estéril, obteniendo un aproximado de 5 mL de solucién de esporas. La solucién se preservo a 4°C
hasta su uso para la prueba de antagonismo entre hongos.

7.5.7 Antagonismo entre hongos

Con base a la metodologia descrita Zhao y otros (2022) se propuso la metodologia de pruebas
de antagonismo fangicos. Se realiz6 una matriz de las 14 cepas para probar la actividad antagoénica
entre los hongos. Se colocaron 10 pul. de soluciéon de esporas simétricamente a cada lado de las
placas Petri. Se registrd el crecimiento fingico todos los dias, asi como la producciéon de una zona
de inhibicién. Después de 10 dias se tom6 como resultado positivo a la actividad antagénica de las
cepas probadas en la matriz. La matriz se realiz6 con las siguientes cepas fungicas:
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Tabla 6

Cepas elegidas para realizer la matriz de antagonismo.
No. Cepa Especie
1 1CA10 Setophaeosphaeria hemerocallidis
2 1CA11 Penicillium pimiteouiense
3 1CA14 Cladosporium asperulatum
4 2AB21 Cladosporium cladosporioides
5 4AP14 Setophaeosphaeria hemerocallidis
6 2BP18 Neopyrenochaeta triseptatispora
7 3BP18 Cladosporium cladosporioides
8 3BP19 Setophaeosphaeria badalingensis
9 3BP25 Cladosporium pseudocladosporioides
10 1MO28 Talaromyces funiculosus
11 1MO32 Setophaeosphaeria badalingensis
12 4MO12 Setophaeosphaeria sidae
13 5MO16 Setophaeosphaeria hemerocallidis
14 5MO20 Bjerkandera adusta

Nota. Elaboracion propia
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Resultados

8.1 Identificaciéon de ADN gendémico de las cepas fiingicas

Se empled un método de extraccion de ADN fingico, que produjo suficiente ADN para el
anéalisis por PCR. Se verifico el rendimiento y la calidad del ADN para garantizar la confiabilidad
de las reacciones de PCR posteriores. La Tabla [7] muestra los resultados de la cuantificacion de
ADN fungico presente en la cantidad de material genético extraido de las 45 cepas de hongo. Se
visualizan también las razones A260/280 y A260/230, donde la mayoria de las muestras presentan
valores aceptables de pureza en la extracciéon. Esos resultados proporcionan informacién esencial
para el analisis de PCR posterior.

Tabla 7
Cuantificacion de ADN gendmico de las 45 cepas de hongos del estudio.
Cepa Concentacion [ng/pl] A260,/280 A260,/230
1CA10 2036.80 1.90 2.19
1CA11 1953.70 1.97 2.18
1CA13 3808.00 2.10 2.34
1CA14 4530.10 2.22 2.37
4ABS 5194.40 2.25 2.43
4AB9 4053.80 2.05 2.29
2AB21 10279.3 1.68 1.96
2AB23 9934.20 1.70 1.98
2AB28 3212.10 2.04 2.13
3AB10 12965.1 1.75 2.02
1AP28 11649.0 1.73 2.01
1AP30 11106.7 1.71 2.00
1AP31 5243.30 2.32 2.41
3AP28 17869.3 1.63 1.89
4AP14 9801.30 1.65 1.95
1BP24 12549.5 1.72 1.98
1BP25 4915.90 2.32 2.38
2BP18 973.700 1.11 1.09
4BP13 4672.70 2.23 2.32
3BP18 1747.50 1.17 1.10

22
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3BP19 20284.3 1.79 2.01
3BP21 11096.6 1.75 1.99
3BP22 4150.50 2.20 2.29
3BP23 21204.9 1.81 2.00
3BP24 13331.9 1.85 2.04
3BP25 4298.30 2.18 2.26
3BP26 4667.10 2.27 2.30
1MO28 11033.1 1.76 1.98
1MO29 9658.20 1.73 1.95
1MO31 13617.7 1.74 2.00
1MO32 655.100 1.03 1.09
1MO34 11610.0 1.66 1.96
1MO36 5490.90 2.38 2.43
4MO12 4369.80 2.23 2.07
4MO13 5129.70 2.36 241
4MO14 5004.80 2.28 2.40
4MO17 5118.30 2.28 2.40
5MO16 11927.4 1.68 1.97
5MO17 11598.5 1.70 1.97
5MO18 11772.0 1.74 1.99
5MO19 4832.70 2.24 2.33
5MO20 12466.6 1.75 1.98
6MO10 13485.6 1.72 1.98
6MO11 9302.40 1.73 1.94
6MO12 9427.00 1.78 1.94

Nota. Elaboracion propia

Después de la extraccion del ADN, se realizo una PCR para amplificar el ADN de las 45 cepas
fangicas. Los productos de PCR resultantes se cuantificaron para determinar el éxito y la eficiencia
del proceso de amplificacién. La Tabla [§] muestra la cuantificacion de ADN fingico amplificado,
donde la mayoria de los valores se encuentran entre 420 [ng/pl] y 740 [ng/pl]. Asimismo, la razones
A260/280 y A260/230 muestran pureza deseable en todos los productos de PCR.

Tabla 8

Cuantificacion de productos de PCR de la region ITS de las 45 cepas de hongos del estudio.
Cepa Concentacion [ng/ul] A260/280 A260/230
1CA10 442.3 1.84 2.20
1CA11 467.4 1.85 2.26
1CA13 456.6 1.84 2.24
1CA14 446.4 1.84 2.25
4AB8 447.7 1.84 2.25
4AB9 458.5 1.85 2.20
2AB21 465.9 1.85 2.27
2AB23 461.5 1.85 2.27
2AB28 546.3 1.85 2.26
3AB10 563.5 1.85 2.26
1AP28 423.7 1.85 2.22
1AP30 504.2 1.85 2.26
1AP31 510.8 1.85 2.27
3AP28 454.9 1.84 2.23
4AP14 537.6 1.85 2.26

1BP24 525.8 1.85 2.25
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1BP25 475.3 1.85 2.23
2BP18 503.3 1.85 2.26
4BP13 476.1 1.84 2.19
3BP18 565.5 1.84 2.18
3BP19 618.2 1.85 2.29
3BP21 467.5 1.85 2.26
3BP22 446.4 1.84 2.20
3BP23 498.8 1.85 2.23
3BP24 626.0 1.85 2.23
3BP25 732.6 1.81 2.32
3BP26 665.6 1.81 2.33
1MO28 735.5 1.81 2.27
1MO29 602.1 1.86 2.28
1MO31 619.8 1.79 2.29
1MO32 639.7 1.80 2.35
1MO34 546.1 1.85 2.24
1MO36 515.4 1.85 2.26
4MO12 421.5 1.84 2.16
4MO13 667.1 1.82 2.30
4MO14 677.7 1.82 2.36
4MO17 413.3 1.84 2.20
5MO16 523.6 1.85 2.26
5MO17 544.9 1.85 2.30
5MO18 457.9 1.84 2.26
5MO19 408.6 1.84 2.23
5MO20 444.7 1.84 2.23
6MO10 453.8 1.84 2.25
6MO11 497.9 1.84 2.21
6MO12 483.3 1.85 2.25

Nota. Las cepas marcadas con color azul representan las cepas que no se lograron identificar.
FElaboracion propia

Se realiz6 una electroforesis de los productos de PCR fungicos para visualizar los fragmentos
de ADN amplificados. La Figura [I| muestra el tamano y la integridad de los productos de PCR,
permitiendo evaluar la calidad de la amplificacién y la presencia de artefactos. La figura de
electroforesis sirve como representacion visual de los resultados de la PCR y proporciona informacién
sobre el éxito del proceso de amplificacion. Se obtuvo un fragmento esperado de 610 bp que representa
la region ITS. No se observa amplificacion en 5 cepas, estas cepas fueron: 3BP26, 1MO32, 4MO14,
6MO11 y 6MO12.

Después de la amplificacion por PCR, las cepas de hongos se secuenciaron mediante el
laboratorio externo Macrogen Korea para identificarlas a nivel de especie. La Tabla [0] muestra la
identificacion de 40 cepas de hongos, resultado de la secuenciacién. En este Tabla se incluyen las
especies o cepas de hongos especificas identificadas en funcién de la region genética ITS. Esta Tabla
proporciona informaciéon crucial para comprender la diversidad y composicién de la comunidad de
hongos de las fincas del Ingenio Magdalena. No se obtuvo resultados contundentes de las cepas
3BP26, 1IM0O32, 4MO14, 6MO11 y 6MO12.

Tabla 9
Identificacion molecular de 45 cepas fiungicas con base a secuenciacion de la region ITS amplificada
en el ADN genomico.

Cepa Blast match Accession ID Porcentaje de
identidad
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1CA10
1CA11
1CA13
1CA14
4ABS8
4AB9
2AB21
2AB23
2AB28
3AB10
1AP28
1AP30
1AP31
3AP28
4AP14
1BP24
1BP25
2BP18
4BP13
3BP18
3BP19
3BP21
3BP22
3BP23
3BP24
3BP25
3BP26
1MO28
1MO29
1MO31
1MO32
1MO34
1MO36
4MO12
4MO13
4MO14
4MO17
5MO16
5MO17
5MO18
5MO19
5MO20
6MO10
6MO11
6MO12

Setophaeosphaeria hemerocallidis
Penicillium pimiteouiense
Setophaeosphaeria badalingensis
Cladosporium asperulatum
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Neopyrenochaeta chiangraiensis
Cladosporium cladosporioides
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Cladosporium cladosporioides
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium cladosporioides
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Neopyrenochaeta triseptatispora
Setophaeosphaeria badalingensis
Cladosporium cladosporioides
Setophaeosphaeria badalingensis
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Pleosporales sp

Cladosporium cladosporioides
Setophaeosphaeria hemerocallidis

Cladosporium pseudocladosporioides

NI

Talaromyces funiculosus
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Setophaeosphaeria badalingensis
NI

Setophaeosphaeria hemerocallidis
Setophaeosphaeria sidae
Setophaeosphaeria hemerocallidis
NI

Setophaeosphaeria hemerocallidis
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Setophaeosphaeria hemerocallidis
Bjerkandera adusta
Setophaeosphaeria badalingensis
NI

NI

25

MT108978.1
MK956944.1
ON544079.1
MK111527.1
MT108978.1
NR168875.1
KF709213.1
MT108978.1
JX853766.1
MT108978.1
KU508795.1
KU508795.1
ONT90468.1
MT108978.1
MT108978.1
MT108978.1
MT108978.1
MT214376.1
ON544079.1
JX853766.1
ON544079.1
MT108978.1
HQ649995.1
MKT722295.1
MT108978.1
MT582794.1
NI
MKS805484.1
MT108978.1
MT108978.1
KJ869162.1
NI
MT108978.1
KY588814.1
MT108978.1
NI
MT108978.1
MT108978.1
MT108978.1
MT108978.1
MT108978.1
MKT764886.1
ON544079.1
NI

NI

98,02 %
96,07 %
90,00 %
98,22 %
99,01 %
96,60 %
99,21 %
95,14 %
99,60 %
97,35 %
99,22 %
98,14 %
75,19 %
85,74 %
99,00 %
99,39 %
99,21 %
74,85 %
98,26 %
100 %
93,07 %
89,84 %
92,53 %
99,60 %
87,30 %
99,39 %
NI
84,62 %
89,94 %
86,27 %
80,90 %
NI
88,64 %
95,37 %
80,83 %
NI
96,28 %
89,09 %
95,56 %
94,40 %
94,11 %
98,53 %
98,90 %
NI

NI

Nota. NI: No identificado
FElaboracion propia

Se generd una grafica de las especies de hongos para ilustrar la abundancia de diferentes

especies de hongos dentro de las fincas de Ingenio Magdalena (Figura . Esta figura proporciona

una representacion visual de la composicion de la comunidad de hongos, destacando la prevalencia
de las especies Setophaeosphaeria hemerocallidis y Cladosporium cladosporioides y contribuyendo a

la comprension de la dindmica ecolégica dentro del habitat muestreado.
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Figura 1
Amplificacion de fragmentos especificos de ITS con ADN genémico de 45 cepas fingicas.
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Nota. A. Cepas de la 1CA10 a la 4AP1/ usando una escalera de 100 bp en el primer pozo. B. Cepas de la
1IMO34 a la 1MOS82 usando una escalera de 100 bp en el ultimo pozo. C. Cepas de la 1CA10 a la 6MO12
usando una escalera de 100 bp en el pozo 9.

Elaboracion propia

Figura 2
Abundancia de especies en las 45 cepas tomadas de distintas fincas del Ingenio Magdalena.
Informacion adicional sobre especies individuales se encuentra en el Anexo A.

Abundancia

Especies
Bjerkandera adusta B cisd m peudocladt des [l Penicitum Setophaeosphaeria hemerocallidis
Cladosporium asperulatum . Neopyrenochaeta chiangraiensi: . P sp Setophaeosphaena sidae
| Cladosporium cladosponoides . Neopyrenochaeta t tispora | ph badal | Talaromyce l

Nota. Elaboracion propia
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Asimismo, se realiz6 un fichero que presenta las actividades de interés de cada cepa, junto
con su identificaciéon. Estas fichas también contienen informacién importante acerca de la especie
de hongo identificado. Los Tablas se pueden encontrar en la seccién de anexos (Anexo A) de este
mismo trabajo.

8.2 Pruebas de antagonismo fangico

Se construy6 un Tabla de seleccién para dilucidar las 14 cepas de hongos candidatas
para la prueba de antagonismo. La Tabla incluye especie y caracteristicas relevantes de
cada cepa (Sanchez Gonzalez, 2023)), atributos especificos que las hizo adecuadas para la prueba
de antagonismo. La seleccién de estas cepas es crucial para evaluar sus posibles interacciones
antagonicas.

Tabla 10
Seleccion de 14 cepas candidatas para la prueba de antagonismo tomando en cuenta la especie y
actividades de interés.

Cepa Especie Caracteristicas importantes
1CA10 Setophaeosphaeria Solubilizacién de fosforo, solubilizacion de potasio,
hemerocallidis produccién de proteasas, produccion de quitinasas y

producciéon de gluconasas.

1CA11  Penicillium pimiteouiense Produccion de proteasas, producciéon de lipasas y
producciéon de quitinasas.

1CA14  Cladosporium asperulatum Solubilizacién de fésforo, producciéon de proteasas,
produccion de lipasas y producciéon de gluconasas.

2AB21 Cladosporium cladosporioides Solubilizacién de fésforo, solubilizaciéon de potasio,

produccién de proteasas, produccion de lipasas y
producciéon de gluconasas.
4AP14 Setophaeosphaeria Solubilizacién de fosforo, solubilizacion de potasio,
hemerocallidis producciéon de proteasas, producciéon de lipasas,
produccién de quitinasas y producciéon de gluconasas.
2BP18 Neopyrenochaeta triseptatispora  Solubilizaciéon de fosforo, produccion de lipasas,
produccién de quitinasas y producciéon de gluconasas.
3BP18 Cladosporium cladosporioides Solubilizaciéon de fosforo, solubilizacion de potasio,
produccién de proteasas y produccion de gluconasas.
3BP19 Setophaeosphaeria badalingensis  Solubilizacion de fosforo, solubilizacién de potasio,
produccién de lipasas y produccién de gluconasas.

3BP25 Cladosporium Solubilizacion de fésforo, produccion de proteasas,
pseudocladosporioides produccién de lipasas y producciéon de gluconasas.
1MO28 Talaromyces funiculosus Solubilizacién de fosforo, solubilizacion de potasio,

producciéon de proteasas, producciéon de lipasas,
produccién de quitinasas y produccién de gluconasas.
1MO32 Setophaeosphaeria badalingensis  Solubilizacion de fosforo, solubilizacion de potasio,
producciéon de proteasas y produccion de gluconasas.
4MO12 Setophaeosphaeria sidae Solubilizacién de fosforo, solubilizacion de potasio,
produccion de proteasas, produccion de quitinasas y
produccion de gluconasas.

5MO16 Setophaeosphaeria Solubilizacion de fosforo, solubilizacion de potasio,

hemerocallidis producciéon de proteasas, produccién de quitinasas y
producciéon de gluconasas.

5MO20 Bjerkandera adusta Solubilizacién de fosforo, solubilizacion de potasio,

produccién de proteasas y producciéon de gluconasas.

Nota. Elaboracion propia
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La Figura |3| muestra la matriz de la prueba de antagonismo realizada con las 14 cepas de
hongos seleccionadas. Esta matriz detalla las interacciones entre las cepas de hongos, proporcionando
una descripcion completa de su comportamiento antagoénico. Las cepas 2AB21, 4AP14, 3BP25,
1MO28, 1IM0O32 y 5MO20 presentaron una mayor actividad antagoénica, mientras que las cepas
1CA10, 1CA11, 1CA14, 2BP18, 3BP18, 3BP19, 4MO12 y 5MO16 resultaron no antagonicas al
realizar la prueba. Los resultados de la prueba de antagonismo ofrecen informacion valiosa sobre las
posibles capacidades de biocontrol y las interacciones entre las cepas de hongos, lo que contribuye a
la comprension de sus funciones y aplicaciones ecolégicas.

La Tabla [[1] muestra la clasificacion de las 14 cepas seleccionadas, junto con su especie, para
la prueba de antagonismo. Se identificaron 9 cepas fungicas no antagonicas candidatas para su uso
como biofertilizantes y 5 cepas antagonicas. Este Tabla facilita la visualizacion de los resultados de la
matriz mostrada en la figura anterior. Asimismo, favorece la realizacion de propuestas de formulacion
de biofertilizantes.

Tabla 11
Clasificacion de cepas segin prueba de antagonismo.

No antagoénicas Antagoénicas
Cepa Especie Cepa Especie
1CA10 Setophaeosphaeria hemerocallidis 2AB21  Cladosporium cladosporioides
1CA11  Penicillium pimiteouiense 3BP25 Cladosporium

pseudocladosporioides

1CA14  Cladosporium asperulatum 1MO28 Talaromyces funiculosus
4AP14  Setophaeosphaeria hemerocallidis 1MO32 Setophaeosphaeria badalingensis
2BP18 Neopyrenochaeta triseptatispora 5MO20 Bjerkandera adusta

3BP18  Cladosporium cladosporioides
3BP19 Setophaeosphaeria badalingensis
4AMO12 Setophaeosphaeria sidae

5MO16 Setophaeosphaeria hemerocallidis

Nota. Elaboracion propia

8.3 Propuestas de biofertilizante

En la Tabla [12] se muestran las propuestas de formulacion de biofertilizantes. Se realizaron
3 propuestas con las cepas que menor comportamiento antagénico presentaron. Las primeras dos
propuestas contienen 3 especies distintas de hongos, mientras que la tercera propuesta contiene 5
especies diferentes de hongos. Ademas, se muestran Tablas de las formulaciones junto con
las habilidades y datos importantes de cada cepa.

Tabla 12
Propuestas de formulacion para biofertilizantes.

No. Cepas Especies

1 1CA10, 1CA11, 4MO12 Setophaeosphaeria hemerocallidis, Penicillium
pimiteouiense, Setophaeosphaeria sidae
2 3BP18, 3BP19, 5MO16 Cladosporium cladosporioides, Setophaeosphaeria
badalingensis, Setophaeosphaeria hemerocallidis
3 1CA11, 1CA14, 2BP18, Penicillium pimiteouiense, Cladosporium asperulatum,
3BP19, 5MO16 Neopyrenochaeta triseptatispora, Setophaeosphaeria
badalingensis, Setophaeosphaeria hemerocallidis

Nota. Elaboracion propia
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Figura 3

Matriz de resultados del antagonismo de las 14 cepas de hongos.
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Nota. Las cepas marcadas con negrilla son las cepas sugeridas para uso como biofertilizante. Los cuadros

coloreados simbolizan resultados, mientras que en los recuadros sin color no se obtuvieron resultados

contundentes. Los recuadros verdes representan cepas no antagonicas y los recuadros naranjas representan

cepas antagonicas.

Elaboracion propia
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Tabla 13
Propuesta de formulacion 1 con las habilidades de cada cepa.
Cepa Especie Actividades Datos importantes
1CA10 Setophaeosphaeria Solubilizacion de fosforo, Residen dentro de los
hemerocallidis solubilizacion de potasio, tejidos vegetales, han
produccién de proteasas, demostrado beneficios en
produccién de quitinasasy  la agricultura, incluido el
produccién de gluconasas. desarrollo de la planta.
1CA11 Setophaeosphaeria sidae Producciéon de proteasas, Se asocia con hojas de
produccién de lipasas y ciertas especies de plantas.
produccién de quitinasas.
4MO12 Penicillium pimiteouiense  Solubilizaciéon de fésforo, Son abundantes en
solubilizacion de potasio, diversos ambientes de
produccién de proteasas, suelo, como suelos
produccién de quitinasasy cultivados, suelos de

produccién de gluconasas.

bosques, suelos desérticos
y también suelos de
playas.

Nota. Elaboracion propia

Tabla 14

Propuesta de formulacion 2 con las habilidades de cada cepa.

Cepa Especie Actividades Datos importantes
3BP18  Cladosporium Solubilizacién de fésforo, Son insecticidas biologicos
cladosporioides solubilizacion de potasio, eficientes, particularmente
produccién de proteasas y  contra insectos que han
producciéon de gluconasas. desarrollado resistencia a
los insecticidas quimicos.
3BP19 Setophaeosphaeria Solubilizacién de fosforo, Es filogenéticamente
badalingensis solubilizaciéon de potasio, distinta de S. setosa
produccion de lipasas y 'y S. hemerocallidis, 'y
producciéon de gluconasas. también tiene conidios
mas pequenos que
los observados en S.

hemerocallidis

5MO16 Setophaeosphaeria Solubilizacion de fosforo, Residen dentro de los
hemerocallidis solubilizacion de potasio, tejidos vegetales, han

producciéon de proteasas,
produccién de quitinasas y
produccién de gluconasas.

demostrado beneficios en
la agricultura, incluido el
desarrollo de la planta.

Nota. Elaboracion propia

Tabla 15

Propuesta de formulacion 8 con las habilidades de cada cepa.

Cepa

Especie

Actividades

Datos importantes




CAPITULO 8. RESULTADOS

31

1CA11

1CA14

2BP18

3BP19

5MO16

Setophaeosphaeria sidae

Cladosporium
asperulatum

Neopyrenochaeta
triseptatispora

Setophaeosphaeria
badalingensis

Setophaeosphaeria
hemerocallidis

Produccion de proteasas,
produccién de lipasas y
produccién de quitinasas.
Solubilizacion de fosforo,
produccién de proteasas,
produccién de lipasas y
producciéon de gluconasas.

Solubilizacién de fésforo,
producciéon de lipasas,
produccién de quitinasas y
producciéon de gluconasas.
Solubilizacién de fosforo,
solubilizaciéon de potasio,
produccién de lipasas y
produccién de gluconasas.

Solubilizacion de fosforo,
solubilizaciéon de potasio,
produccion de proteasas,
produccién de quitinasas y
producciéon de gluconasas.

Se asocia con hojas de
ciertas especies de plantas.

Residen dentro de los
tejidos  vegetales, han
demostrado beneficios en
la agricultura, incluido el
desarrollo de la planta.
Muestra actividad
antimicrobiana contra
B. subtilis y contra M.
plumbeus.

Es filogenéticamente
distinta de S. setosa
y S.  hemerocallidis, vy

también tiene conidios
mas pequenos que
los observados en S.
hemerocallidis

Residen dentro de los
tejidos  vegetales, han

demostrado beneficios en
la agricultura, incluido el
desarrollo de la planta.

Nota. Elaboracion propia
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Analisis de resultados

El presente estudio tenia como objetivo analizar las especies de hongos de interés capaces
de mejorar la salud del suelo para su uso como biofertilizantes en el monocultivo de la cana de
azucar, mediante identificacion molecular de las diferentes cepas obtenidas y pruebas de antagonismo
realizadas a las cepas candidatas. Para esto, se obtuvieron datos a partir de la secuenciacion de la
region ITS de ADN genomico, lo que permitié obtener la abundancia de especies presentes en las
distintas fincas del Ingenio Magdalena. Ademas, se seleccionaron 14 cepas candidatas de 45 para la
prueba de antagonismo, donde, a partir de una matriz, se obtuvieron las interacciones entre ellas.

Para la identificacion molecular de las 45 cepas fungicas se inicié con una extracciéon de ADN
genomico de cada una. Se destaco el uso de nitrogeno liquido para romper la pared celular en lugar
de la enzima liticasa durante el proceso de extraccion del ADN genémico. El uso de nitrégeno liquido
para la lisis celular ofrece una alteracion de las células rapida, eficiente y rentable, al tiempo que
preserva la integridad del material bioldgico y produce ADN de alta calidad (Phillips, Giovinazzi,
Menz, Son, y Gunjan| [2021). Se empleo el kit de purificacion de ADN genoémico Wizard®) v,
a pesar de la desviacion del método convencional, el aislamiento de ADN gendémico resulté con
concentraciones superiores a 1000 ng/ul y una pureza aceptable para la extracciéon expresada en los
valores de las razones A260/A280 y A260/A230 (Tabla[7). El rendimiento total promedio de ADN
de 1 ml de cultivo liquido utilizando el kit es de 3 a 4 ug (Promega Corporation, 2021)). Este alto
rendimiento de ADN sugiere la eficacia del kit de purificacion de ADN genémico Wizard®) para
aislar ADN genoémico de alto peso molecular de las muestras, incluso cuando se utiliza un método
alternativo para la lisis celular. Ademas, la lisis celular basada en nitrogeno liquido se ha asociado
con altos rendimientos de ADN, como se ha demostrado en diversos estudios donde se obtuvieron
concentraciones superiores a 1000 ng/ul (Abdel-Latif y Osmanl, 2017). Las altas concentraciones de
ADN obtenidas fueron adecuadas para la secuenciaciéon posterior de las 45 cepas fungicas.

La Tabla [§] de cuantificaciéon del producto de PCR de la region ITS de 45 cepas revelo la
amplificacién exitosa de la region ITS para la mayoria de las cepas (Tabla. Sin embargo, la figura
que muestra el gel de electroforesis de los productos de PCR indico que cinco cepas (3BP26, 1M0O34,
4MO14, 6MO11 y 6MO12) no amplificaron ningtn gen (Figura . Esta discrepancia entre la Tabla
de cuantificacion y la cifra de electroforesis resalta la variabilidad en el éxito de la amplificacion
entre las cepas probadas. El sedimento de ADN se pudo haber perdido durante la precipitacién con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. Se debe tener cuidado al retirar este reactivo para evitar perder
el pellet. Una incorrecta dilucion en el ADN puede aportar a esta discrepancia debido a que, antes de
realizar una nueva PCR, las diluciones pueden ayudar a recrear la banda original y potencialmente
mejorar la amplificacion (Sack, Davoli, Xu, Li, y Elledgel [2016). Por otra parte, la degradaciéon del
ADN pudo haber afectado, ya que la contaminaciéon por nucleasa, enzima que rompe la columna
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vertebral del ARN o del ADN, puede disminuir considerablemente la cantidad de ADN cargado en
el gel (Schoch et al., [2012). Asimismo, la mala integridad, la baja pureza y la cantidad insuficiente
de plantilla de ADN pueden afectar la amplificaciéon de fragmentos de ADN (D.-X. Zhang y Hewitt),
2003). Al abordar estos desafios comunes, se puede mejorar la amplificacion de la region ITS en
PCR y mejorar la precision de la identificacion a nivel de especie en cepas de hongos.

La region ITS se usa comtinmente para la identificacion de hongos debido a que es una region
altamente conservada en el ADN de los hongos que exhibe suficiente variabilidad para distinguir
entre diferentes especies (Turenne, Sanche, Hoban, Karlowsky, y Kabani, |1999). La region ITS esta
ubicada entre la subunidad pequena (SSU) y la subunidad grande (LSU) del grupo de genes del ARN
ribosémico y estd presente en multiples copias en el genoma del hongo (Turenne et al.l [1999). La
amplificacion por PCR de la region ITS seguida de secuenciacion se puede utilizar para identificar
diferentes especies de hongos (Ferrer et al. |2001). Es reconocida por su utilidad en sistematica,
filogenética e identificaciéon a nivel de especie en varios linajes de hongos (7, |7). La region ITS es
ampliamente aceptada como el estandar de oro por los taxénomos de hongos y esté reconocida para
fines de identificacion por varias bases de datos y autoridades taxonomicas (Iquebal et al., [2021). Sin
embargo, estudios recientes han cuestionado la utilidad de la region ITS para delimitar, reconocer e
identificar especies de hongos en ciertos linajes, destacando la necesidad de enfoques de identificacion
alternativos en algunos casos (Liicking et al.l [2020). A pesar de estas consideraciones, la regiéon ITS
sigue siendo una herramienta valiosa para la identificacion de hongos y es el marcador genético
secuenciado con mayor frecuencia en la investigacion de hongos (Nilsson et al., [2015)).

La Tabla [9] que contiene la identificacion a nivel de especie de 40 cepas de hongos,
proporcioné informacion valiosa sobre la diversidad de la comunidad de hongos en las fincas del
Ingenio Magdalena. Cabe mencionar que esta diversidad no es real debido a que no se realizo
un proceso de tamizaje de toda la dilucién. Este Tabla muestra la cepa, el lugar de origen de la
muestra, la especie identificada, el codigo de acceso de NCBI y el porcentaje de identidad (Tabla
[9). El porcentaje de identidad varfa entre 74,85% (2BP18) y 100% (3BP18). Este porcentaje se
utiliza cominmente para comparar las secuencias ITS de diferentes cepas de hongos (Licking et
al, 2020). El porcentaje de limites de identidad para la identificacion de hongos puede variar segin
el grupo de hongos y el marcador genético utilizado. Por ejemplo, un valor umbral del 99% es
adecuado para distinguir especies en la mayoria de los linajes del género Cortinarius utilizando toda
la region ITS, pero solo el 90 % es adecuado para distinguir especies en otros linajes (Garnica et
al. 2016). Comunmente se aplica un limite porcentual de similitud del 98,5% segtn el consenso
internacional para la secuenciacion ITS para la identificacion de especies de hongos (Salem-Bango
et al.l |2023). Es posible que el porcentaje de identidad en la identificaciéon molecular de hongos no
siempre sea ideal. La identificaciéon molecular de los hongos a menudo se basa en codigos de barras
de ADN, que implican comparar las secuencias genéticas de regiones especificas, como la region ITS
en este caso (Hoang et al.l [2019). Los hongos exhiben variabilidad genética y el umbral de identidad
porcentual para la delimitaciéon de especies puede variar entre diferentes niveles taxonémicos (Vu
et al., 2019)). Ademas, la variaciéon genética entre cepas de hongos puede verse influenciada por
la ubicacién geogréfica. Estas variaciones se pueden deber a distintos factores como la distancia
geografica, las interacciones huésped-patogeno, las condiciones ambientales y el intercambio genético
(Freese y Beyhan), 2023).

Sin embargo, se evidencia la ausencia de informacién sobre las cepas 3BP26, 1MO32, 4MO14,
6MO11 y 6MO12 (Tabla E[) Esta ausencia de informacién se atribuy6 a la falta de amplificacion de
la region ITS en la PCR para estas cepas especificas. La incapacidad de amplificar la region ITS
resalta los desafios asociados con los métodos de identificacion basados en PCR y la variabilidad en
el éxito de la amplificacion entre diferentes cepas de hongos. Estos hallazgos subrayan la importancia
de considerar enfoques de identificacion alternativos y la necesidad de una interpretaciéon cuidadosa
de los resultados basados en PCR, especialmente cuando se trata de muestras de hongos ambientales
(Turenne et al., [1999)).

La abundancia de especies de hongos en fincas del Ingenio Magdalena reveldo que
Setophaeosphaeria hemerocallidis 'y Cladosporium cladosporioides fueron las especies mas
abundantes (Figura [2). Este hallazgo es consistente con estudios previos que han informado la
presencia de estas especies de hongos en plantas de cana de azicar (Peng et al.; [2021)). Los endoéfitos



CAPITULO 9. ANALISIS DE RESULTADOS 34

(categoria que puede incluir a Setophaeosphaeria hemerocallidis), como los hongos que residen
dentro de los tejidos vegetales, han demostrado beneficios en la agricultura, incluida la mejora del
rendimiento y el crecimiento de las plantas (Watts, Palombo, Jaimes Castillo, y Zaferanloo, [2023)).
Estos microorganismos pueden actuar como defensores de las plantas, promotores del crecimiento y
competidores contra microbios dafiinos (Karunarathna, Ashwath, y Jeewon, [2021)).

Del mismo modo, Cladosporium cladosporioides ha mostrado beneficios potenciales en la
agricultura y campos relacionados. Este hongo es eficaz como agente de biocontrol contra plagas
de insectos como Bemisia tabaci, cominmente conocida como mosca blanca (Islam et al., 2019).
Se ha demostrado que exhibe propiedades que promueven el crecimiento de las plantas, incluida
la produccion de compuestos volatiles que influyen positivamente en el crecimiento de las plantas
(Raut et al., [2021)). Se han asociado con la produccion de metabolitos secundarios con relevancia
biotecnologica y actividades biologicas. Estos metabolitos pueden tener aplicaciones en diversos
contextos agricolas y biotecnolégicos (Mohamed y Ibrahim)| [2021)).

La presencia de especies como Bjerkandera adusta, Neopyrenochaeta chiangraiensis,
Neopyrenochaeta triseptatispora, Penicillium pimiteouiense, Pleosporales sp, Talaromyces
funiculosus, el género Cladosporium y el género Setophaeosphaeria resalta la rica comunidad
de hongos presentes en los cultivos de cafia de azicar en diferentes sitios de plantacion. Algunos de
estos hongos pueden desempenar funciones beneficiosas en el ciclo de nutrientes, la promocion del
crecimiento de las plantas y la supresion de enfermedades, mientras que otros pueden tener potencial
patogeno o contribuir a la descomposicion del material vegetal (Shrestha, Szaro, Bruns, y Taylor,
2011). Informacion detallada de cada especie, junto con sus actividades se puede evidenciar en la
seccion de anexos (Anexo A) a partir de la Figura Asimismo, las actividades tomadas por Séanchez
(2022), como solubilizacion de fosforo y potasio y produccion de quitinasas, proteasas, gluconasas
y lipasas, se relacionan con el crecimiento de las plantas. La presencia de estas actividades en
las cepas de hongos fomenta la captacion de nutrientes de parte de las plantas, promoviendo el
crecimiento y rendimiento de estas. Por el contraste, la prevalencia de muchas especies de hongos
en las plantaciones de cana de azicar puede tener implicaciones para la salud y la productividad de
las plantas, ya que algunas especies de hongos pueden causar enfermedades y reducir el rendimiento
de los cultivos (Van Bael, 2020).

La identificacién de estas especies de hongos subraya la importancia de comprender la
dinamica ecologica dentro de los ecosistemas de cana de aztcar. También destaca el potencial
de realizar més investigaciones para dilucidar las funciones importantes de estos hongos y sus
interacciones con las plantas de cana de azicar. Ademaés, la presencia de estas especies de hongos
en los cultivos de cana de aztcar puede tener implicaciones para el desarrollo de précticas agricolas
sostenibles y estrategias de manejo de enfermedades en el cultivo de cafia de azicar (Costa et al.
2023). El uso de herramientas y técnicas moleculares, como los co6digos de barras de ADN y la
secuenciacion del genoma completo, pueden ayudar a identificar con precision especies de hongos y
proporcionar informacion sobre sus relaciones evolutivas y sus funciones funcionales en el ecosistema
(Vu et al., [2019). Se necesitan méas investigaciones para analizar los impactos potenciales de la
diversidad de hongos en la produccion de cafia de azucar y desarrollar estrategias efectivas para el
manejo de enfermedades fungicas en las granjas de cana de azicar.

La cuidadosa eleccién de cepas de hongos es esencial en las pruebas de antagonismo para
evaluar su capacidad de crecer en conjunto y recomendar una posible formulaciéon de biofertilizante
con varios microorganismos. La Tabla de seleccién destaca 14 cepas seleccionadas de un grupo de 45
candidatas, brindando una base sélida para la evaluacion de sus actividades antagonicas y especies
de interés (Tabla . El proceso de seleccion tomd en cuenta las especies y actividades de interés,
con el objetivo de identificar cepas con posibles propiedades antagénicas que podrian ser valiosas
para su uso como biofertilizante. Se tom6 en cuenta la presencia de solubilizacion de fésforo y de
potasio en la mayoria de las cepas seleccionadas. La solubilizacion de fésforo es muy importante
para la salud del suelo de la cana de aztcar, ya que es un elemento critico requerido por esta en
cantidades significativas (Rosa et al. [2020). La solubilizacion del potasio también es beneficiosa,
especialmente en condiciones afectadas por la sal, pero el fosforo juega un papel mas crucial en el
crecimiento y desarrollo de la cana de azucar (Olaniyan et al., |2022). Las cepas 1CA10, 1CA11,
1CA14, 2AB21, 4AP14, 2BP18, 3BP18, 3BP19, 3BP25, 1IM028, 1IM032, 4MO12, 5MO16 y 5M0O20
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fueron seleccionadas con base a sus actividades previamente descritas por Sanchez (2022). Se tomo
en cuenta la presentacion de al menos 3 de las 6 actividades siguientes: solubilizacién de foésforo
y potasio y produccion de proteasas, lipasas, gluconasas y quitinasas; y la representacion de cada
especie identificada. Ademas, la prueba de antagonismo de estas cepas de hongos seleccionadas es un
paso fundamental en la evaluaciéon de sus posibles propiedades bioactivas, incluidas las actividades
antagonistas contra otros hongos. El resultado de lo anterior proporciona informacién valiosa sobre
las funciones ecoldgicas de estos hongos y sus posibles aplicaciones en la agricultura, la biotecnologia
y la investigacion de productos naturales (Roth, Westrick, y Baldwinl, 2023)).

Los resultados de esta prueba de antagonimos demostraron que las cepas 2AB21, 4AP14,
3BP25, IMO28, 1IMO32 y 5M0O20 ( Cladosporium cladosporioides, Setophaeosphaeria hemerocallidis,
Cladosporium pseudocladosporioides, Talaromyces funiculosus, Setophaeosphaeria badalingensis y
Bjerkandera adusta, respectivamente) presentaron una mayor actividad antagoénica (Figura . La
cepa 2AB21 present6 actividad antagonica contra las cepas: 3BP18, 3BP25, 1MO28, 1MO32 y
5MO16. La cepa 4AP14 present6 actividad antagonica contra: 3BP25, 4MO12 y 5MO20. La cepa
3BP25 present6 actividad antagonica contra: 1CA10, 1CA14, 2AB21 y 4AP14. La cepa 1MO28
present6 actividad antagoénica contra: 1CA10, 1CA14, 2AB21 y 3BP25. La cepa 1MO32 presento
actividad antagonica contra: 1CA10, 1CA14, 2AB21, 3BP25 y 1MO28. La cepa 5MO20 presento
actividad antagonica contra: 1CA14, 4AP14 y 4MO12.

Esta interacciéon antagénica sugiere el potencial de estas cepas de hongos para inhibir el
crecimiento o las actividades de otras cepas, destacando sus propiedades bioactivas y sus posibles
funciones en el control bioldgico o la investigacién de productos naturales (Kaewchai, Soytong,
y Hyde, 2009). Las interacciones antagonicas entre cepas de hongos pueden ocurrir mediante
competencia por recursos, antibiosis, micoparasitismo y otros mecanismos (Mathivanan et al., |2008)).
Se ha identificado la producciéon de metabolitos secundarios a muchas de estas especies. Estos
metabolitos han demostrado que presentan actividad antiftngica y antibacteriana, lo que soporta
estos resultados de antagonismo (Figuras 4-15). Asimismo, especies como Talaromyces funiculosus,
han demostrado presentar diversas implicaciones ecologicas y cientificas (Figura .

Es posible que el uso de cepas de hongos antagonistas en biofertilizantes pueda conducir
a la supresion de hongos beneficiosos, lo que puede afectar negativamente la salud del suelo y
el crecimiento de las plantas (Thambugala et al.| 2020). Esto ocurre debido a que las cepas de
hongos antagonistas inhiben el crecimiento de las cepas beneficiosas utilizadas en la formulacion
de biofertilizantes. Ademés, el uso de cepas de hongos antagonistas en biofertilizantes conduce al
desarrollo de resistencia en el patégeno objetivo, lo que puede reducir la eficacia del biofertilizante
con el tiempo (Sornakili, Thankappan, Sridharan, Nithya, y Uthandi, 2020). A pesar que estas cepas
coexisten en el suelo, la presencia de cepas de hongos antagonistas puede verse influenciada por
el pH del suelo y los niveles de nutrientes (Kohl, Kolnaar, y Ravensberg, 2019). Algunas pueden
prosperar en condiciones especificas de pH o nutrientes, lo que lleva a interacciones antagonicas con
otros habitantes del suelo (Kohl et al.; 2019). También puede variar espacial y temporalmente (Li et;
al.,2019). Esta variacion puede verse influenciada por factores como la textura del suelo, la humedad
y la presencia de otros microorganismos (Li et al., [2019).

Se hace mencion a las cepas 1CA10 y 3BP25 (Setophaeosphaeria hemerocallidis y
Cladosporium pseudocladosporioides) debido a que presentaron actividad antagonica a partir de
sus metabolitos secretados (Figura . Las interacciones antagonicas entre los metabolitos de los
hongos ocurren a través de varios mecanismos, que incluyen antibiosis, competencia y parasitismo
(Mathivanan et al.; [2008). En la placa se muestra una competencia entre los metabolitos producidos
por ambas cepas, que logr6 inhibir el crecimiento de los hongos. Los agentes de biocontrol de hongos
producen una variedad de metabolitos secundarios, como antibi6ticos y toxinas, que contribuyen a
su actividad antagonista contra otros microorganismos (Masi et all 2018]). Estos metabolitos son
capaces de inhibir el crecimiento de otros hongos y microorganismo (Masi et al., 2018).

Por el contrario, la ausencia de interacciones antagoénicas, como lo indican los signos
negativos, proporciona informacién sobre las relaciones no antagodnicas entre cepas de hongos
especificas (Figura . Las cepas 1CA10, 1CA11, 1CA14, 2BP18, 3BP18, 3BP19, 4MO12 y
5MO16 (Setophaeosphaeria hemerocallidis, Penicillium pimiteouiense, Cladosporium asperulatum,
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Neopyrenochaeta triseptatispora, Cladosporium cladosporioides, Setophaeosphaeria badalingensis,
Setophaeosphaeria sidae 'y Setophaeosphaeria hemerocallidis, respectivamente) resultaron no
antagonicas al realizar la prueba. Estas cepas no presentaron actividad antagénica entre ellas, por lo
que son capaces de crecer conjuntamente. Pueden ser cepas candidatas como uso para biofertilizantes,
debido a que presentan desarrollo y crecimiento normal en ambientes compartidos y poseen buenas
caracteristicas promotoras del crecimiento. Comprender estas interacciones no antagonicas también
es valioso, ya que contribuye a la caracterizaciéon de la dinamica ecolégica y los patrones de
coexistencia dentro de la comunidad de hongos. Tomando en cuenta que todas estas cepas son
pertenecientes a distintas especies, se recomienda seleccionarlas como posibles formulaciones para
biofertilizantes con base a las actividades intrinsecas.

En la Figura [3] se muestran recuadros sin color. Estas pruebas no se lograron determinar
debido a contaminacién de las placas, sin embargo, son resultados relevantes para seguir el
estudio debido a que podrian ampliar en los resultados presentados. Se recomienda realizarlas para
determinar otras posibles cepas antagoénicas y sugerir posibles formulaciones con los datos completos.
Para futuras pruebas, se recomienda utilizar una cantidad menor de soluciéon de esporas para que la
gota se logre absorber en el agar. De esta manera, se evitaria contaminacién por condensacion de la
placa.

Se sugiere emplear una formulacion con 1CA1l, 4MO12 y 2BP18 (Setophaeosphaeria
hemerocallidis, Penicillium pimiteouiense y Setophaeosphaeria sidae) debido a que, juntas presentan
todas las actividades de interés (solubilizacion de fosforo y potasio y produccion de proteasas, lipasas,
gluconasas y quitinasas) y son capaces de crecer en conjunto. Otra posible formulacién debe contener
las cepas 3BP18, 3BP19, 5MO16 (Cladosporium cladosporioides, Setophaeosphaeria badalingensis
y Setophaeosphaeria hemerocallidis) ya que, juntas, también presentan todas las actividades de
interés y son capaces de coexistir. Se sugiere una ultima formulaciéon para un fertilizante que
contenga las cepas 1CA11, 1CA14, 2BP18, 3BP19, 5MO16 ( Penicillium pimiteouiense, Cladosporium
asperulatum, Neopyrenochaeta triseptatispora, Setophaeosphaeria badalingensis y Setophaeosphaeria
hemerocallidis) por tener una mayor diversidad de espeices y por presentas todas las actividades de
interés. Estas actividades de interés fomentan el crecimiento y desarrollo de las plantas y la salud en
general del suelo. Asimismo, se sugiere analizar individualmente estas cepas para evaluar sus rasgos
combinados de promocién del crecimiento de las plantas (PGP) y evaluar su capacidad de mejorar
la fertilidad del suelo.

La cantidad de especies de hongos presentes en la formulaciéon de un biofertilizante puede
variar segin la formulacion especifica y el uso previsto. En general, los biofertilizantes fangicos
pueden contener una variedad de especies de hongos, incluidas aquellas con actividad antagonista
contra patogenos vegetales (Hernandez-Alvarez, Peimbert, Rodriguez-Martin, Trejo-Aguilar, y
Alcarazl [2023). Los biofertilizantes deben diseniarse de tal manera que garanticen la viabilidad,
estabilidad y compatibilidad de los hongos con otras materias primas agricolas (Pirttila, Mohammad
Parast Tabas, Baruah, y Koskiméki, 2021). Esto implica identificar y desarrollar cepas y rasgos
fangicos capaces de contribuir a la salud del suelo y al crecimiento de las plantas (Agbodjato et al.,
2022]).



capituLo 10

Conclusiones

= A partir de la secuenciacion se lograron identificar a nivel de especie las 40 cepas de hongos
capaces de mejorar la salud del suelo y el desarrollo del monocultivo.

s Se demostr6 que el género de hongos mas abundante en las fincas del Ingenio Magdalena es
Setophaeosphaeria, siendo la especie Setophaeosphaeria hemerocallidis la que mas predomina
en las fincas.

= Se encontrd que, de las 14 cepas, las cepas 2AB21, 4AP14, 3BP25, 1MO28, 1MO32 y 5MO20
presentaron una mayor actividad antagoénica. La cepa 2AB21 present6 actividad antagonica
contra las cepas: 3BP18, 3BP25, 1IMO28, 1IMO32 y 5MO16. Por otra parte, la cepa 4AP14
present6 actividad antagoénica contra: 3BP25, 4AMO12 y 5MO20. Asimismo, la cepa 3BP25
present6 actividad antagonica contra: 1CA10, 1CA14, 2AB21 y 4AP14. Igualmente, la cepa
1MO28 presentd actividad antagoénica contra: 1CA10, 1CA14, 2AB21 y 3BP25. De la misma
manera, la cepa 1IMO32 present6 actividad antagdnica contra: 1CA10, 1CA14, 2AB21, 3BP25
y 1IMO28. Por ultimo, la cepa 5MO20 present6 actividad antagonica contra: 1CA14, 4AP14 y
4MO12.

= Las cepas propuestas para la primera formulacion de un biofertilizante a base de hongos fueron
1CA11, 4MO12 y 2BP18 por sus actividades de interés y su capacidad de crecer en conjunto.
Entre sus actividades de interés se pueden mencionar la solubilizaciéon de fosforo y potasio y
la produccion de proteasas, lipasas, gluconasas y quitinasas.

s Otra posible formulaciéon debe contener las cepas 3BP18, 3BP19, 5MO16 ya que, juntas,
también presentan todas las actividades de interés y son capaces de coexistir.

= Se sugiere una ultima formulaciéon para un fertilizante que contenga las cepas 1CA11, 1CA14,
2BP18, 3BP19, 5MO16 por tener una mayor diversidad de especies y por presentar las
actividades solubilizacién de fosforo y potasio y produccién de proteasas, lipasas, gluconasas
y quitinasas.

= Fstas propuestas de formulaciones son capaces de asegurar la viabilidad, estabilidad y
compatibilidad de los hongos con otros insumos agricolas.
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Recomendaciones

Se sugiere identificar a nivel de especie las cepas 3BP26, 1MO34, 4MO14, 6MO11 y 6MO12
debido a la ausencia de informacion obtenida en la secuenciacion. Se recomienda realizar de
nuevo una extraccion de ADN y secuenciar las cepas fungicas para obtener informacion de
estas.

Determinar el antagonismo de las cepas faltantes para sugerir una posible formulacién de un
biofertilizante de manera mas contundente.

Analizar las cepas propuestas para realizar la formulaciéon de un biofertilizante, tomando en
cuenta su eficacia para mejorar la composicion del suelo, la obtencion de nutrientes y la salud
del monocultivo.

Identificar los metabolitos secundarios de las cepas 1CA10, 1CA11, 1CA14, 2BP18, 3BP18,
3BP19, 4AMO12 y 5MO16 para obtener una mayor informacién acerca de las actividades de los
hongos y su capacidad como posibles biofertilizantes.

Preservar las cepas 1CA10, 1CA11, 1CA14, 2BP18, 3BP18, 3BP19, 4MO12 y 5MO16
seleccionadas como candidatas para uso como biofertilizante para asegurar de conservar su
viabilidad.

Formular un biofertilizante con las cepas 1CA10, 1CA11, 1CA14, 2BP18, 3BP18, 3BP19,
4MO12 y 5MO16 y monitorear con métodos de ingenieria genética estas cepas para evaluar su
viabilidad.
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Anexos

Anexo A Identificaciéon de cepas

La seccion de Anexos A proporciona informacion detallada sobre la identificacion y
caracteristicas generales de las especies de hongos identificadas en el estudio. Esta informacion
incluye aspectos como la clasificacion taxondémica, la morfologia macroscopica y microscopica, asi
como datos relevantes sobre el habitat y la distribucion de cada especie. Esta secciéon complementa y
enriquece los hallazgos presentados en el cuerpo principal del trabajo, ofreciendo un recurso adicional
para aquellos interesados en profundizar en el conocimiento de las especies estudiadas.

Figura 4
Ficha de identificacion y caracteristicas de la cepa perteneciente a la especie Bjerkandera adusta.

Bjerkandera adusta
Cédigo Capacidades
g [ \ K \ Prot \ Lip | Qui \ Glu
5M020 + \ + \ £ \ - | - \ +
Descripcién

Bjerkandera adusta es un basidiomiceto que pudre la madera y pertenece a los hongos de la pudricion blanca (Heinfling, ef al, 1998). Los
hongos de pudricion blanca son los degradadores de lignina mas eficientes en la naturaleza y también pueden oxidar compuestos xenobidticos,
incluidos algunos contaminantes ambientales (Heinfling, e a/, 1998). Se ha informado que muchos ascomicetos y basidiomicetos producen
compuestos antibacterianos, antifiingicos e insecticidas, que utilizan para protegerse contra microorganismos e insectos no deseados en sus
entornos naturales (Elkhateeb, 2021). La actividad antifingica de los extractos de Bjerkandera adusta es mayor en Fusarium inflexum
(Elkhateeb, 2021). Algunos extractos solventes de Bjerkandera adusta son efectivos contra tres bacterias Gram negativas ( Escherichia coli,
Salmonella typhimurium y Pseudomonas aeruginosa) y tres bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y
Bacillus cereus) (Elkhateeb, 2021).

Referencia

Castellari, C. C., Marcos Valle, F. J., & Pacin, A. M. (2021). Interactions between fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg, aspergillus
flavus link and talaromyces funiculosus thom in hermetic environments. Chilean Journal of Agricultural and Animal Sciences, 37(1), 11—
20. https://doi.org/10.29393/CHIAAS37-2TFCC30002

Heinfling, A., Martinez, M. J., Martinez, A. T., Bergbauer, M., & Szewzyk, U. (1998). Purification and characterization of peroxidases from
the dye-decolorizing fungus Bjerkandera adusta. FEMS Microbiology Letters, 165(1), 43-50.

Elkhateeb, W. A. (2021). Highlights on the Golden Mushroom Cantharellus cibarius and unique Shaggy ink cap Mushroom Coprinus comatus
and Smoky Bracket Mushroom Bjerkandera adusta Ecology and Biological Activities. Open Access Journal of Mycology & Mycological
Sciences, 4(2). https://doi.org/10.23880/0ajmms-16000143

SahimerdanTiirkélmez GokselOzer SibelDervis, A. (2022). The Effect of Talaromyces funiculosus ST976 Isolated from Pistacia vera
Rhizosphere on Phosphorus Solubility in Soil Samples with Different Physicochemical Properties. Journal, 25(5), 1077-1085.

P: solubilizacion de fosforo, K: solubilizacion de potasio, Prot: produccion de proteasas, Lip: produccion de lipasas, Qui: produccion de quitinasas, Glu: produccién de gluconasas.

Nota. Elaboracion propia
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Figura 5
Ficha de identificacion y caracteristicas de la cepa perteneciente a la especie Cladosporium
asperulatum.

Cladosporium asperulatum
Cadigo Capacidades
i P | K | Prot | Lip | Qui | Glu
1CAl4 B | B | - i r i - | 1
Descripeién

Cladosporium asperulatum se puede encontrar en una variedad de habitats, incluido el suelo, material vegetal en descomposicion y en diversos
sustratos (Alghuthaymi, 2017). También se puede encontrar como moho interior en edificios y hogares, particularmente en condiciones himedas
o humedas (Alghuthaymi, 2017). Cladosporium asperulatum esta filogenéticamente cerca de C. myrtacearum formando un clado hermano
distinto (Bensch, Braun, Groenewald & Crous, 2012). Como otras especies de Cladosporium, es un hongo saprofito, lo que significa que obtiene
nutrientes descomponiendo material organico muerto o en descomposicion (Kéhl, Kolnaar & Ravensberg, 2019). Su presencia en el suelo es
una parte natural del ecosistema y, en general, no se considera perjudicial para las plantas ni para los seres humanos (Kohl, Kolnaar &
Ravensberg, 2019).

Referencia
Alghuthaymi, M. A. (2017). Nanotools for molecular identification two novels Cladosporium cladosporioides species (Cladosporiaceae)
collected from tomato phyloplane. Journal of Yeast and Fungal Research, 8(2), 11-18.
Bensch, K., Braun, U., Groenewald, J. Z., & Crous, P. W. (2012). The genus cladosporium. Studies in mycology, 72, 1-401.
Kohl, J., Kolnaar, R., & Ravensberg, W. J. (2019). Mode of action of microbial biological control agents against plant diseases: relevance
beyond efficacy. Frontiers in plant science, 845.
P: solubilizacion de fésforo, K. solubilizacion de potasio, Prot: produccion de proteasas, Lip: produccion de lipasas, Qui: produccion de quitinasas, Glu: proeduccion de gluconasas.

Nota. Elaboracion propia

Figura 6
Ficha de identificacion y caracteristicas de las cepas pertenecientes a la especie Cladosporium
cladosporioides.

Cladesporium cladosporioides

s Capacidades
f i P K Prot Lip Qui Glu
2AB21 + + + + - +
2AB28 + - - - + +
1AP28 + - + - - +
1AP30 - - - + = 5
1AP31 + - - - - +
3BPI18 #* + T - - +
3BP23 + - - - +
Descripcion

En Cladosporium, las especies se encuentran con mayor frecuencia en ambientes exteriores e interiores, materia organica en mal estado y se
consideran contaminantes importantes para los alimentos (AlMatar & Makky, 2016). Son insecticidas biologicos eficientes, particularmente
contra insectos que han desarrollado resistencia a los insecticidas quimicos (Dixon & Polak-Wyss, 1991). Muchas especies de Cladosporium
también pueden producir algunos metabolitos secundarios, como antibidticos que son inhibidores de Bacillus subtilis, Escherichia coli y
Candida albicans (Gallo, Seldes & Cabrera, 2004). Cladosporium cladosporioides normalmente crece en medio de papa-dextrosa agar (PDA)
y genera conidios unicelulares (esporas). Se reconoce por la formacion de colonias de 3 cm de diametro, que son (las colonias son) de color
verde oliva o marron en el lado basal (AlMatar & Makky, 2016).
Referencia
AlMatar, M., & Makky, E. A. (2016). Cladosporium cladosporioides from the perspectives of medical and biotechnological approaches. 3
Biotech, 6, 1-8.
Dixon, D. M., & Polak-Wyss, A. (1991). The medically important dematiaceous fungi and their identification: Medizinisch wichtige
Schwirzepilze und ihre Identifizierung. Mycoses, 34(1-2), 1-18.
Gallo, M. L., Seldes, A. M., & Cabrera, G. M. (2004). Antibiotic long-chain and o, B-unsaturated aldehydes from the culture of the marine
fungus Cladosporium sp. Biochemical systematics and ecology, 32(6), 545-551.

P: solubilizacién de fésforo, K: solubilizacién de potasio, Prot: produccion de proteasas, Lip: produccion de lipasas, Qui: produccion de quitinasas, Glu: produccion de gluconasas.

Nota. Elaboracion propia
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Figura 7
Ficha de identificacion y caracteristicas de las cepas pertenecientes a la especie Cladosporium
pseudocladosporioides.

Cladosporium pseudocladosporivides

e Capacidades
ey P K Prot Lip Qui [ Glu
3BP25 + - + + - \ +
Descripcion

Cladosporium pseudocladosporioides es un hifomiceto saprobio comun y extendido filogenética y morfologicamente muy cercano a C.
cladosporioides (Bensch, et al, 2006). Se diferencian al formar un linaje separado en los analisis filogenéticos y por tener ramoconidios
secundarios septados, mas cortos y algo mas estrechos, loci e hilios conidiogénicos mas estrechos e hifas que a veces forman cuerdas (Bensch,
et al, 2006). Sin embargo, la distincion entre las dos especies basandose Unicamente en la morfologia es dificil y no siempre es posible con
certeza, lo que se complica ademas por la estructura genética interna del clado C. pseudocladosporioides (Rosado, et al, 2019).
Referencia
Bensch, K., Groenewald, J. Z., Dijksterhuis, J., Starink-Willemse, M., Andersen, B., Summerell, B. A., ... & Crous, P. W. (2006). Species and
ecological diversity within the Cladosporium cladosporioides complex (Davidiellaceae, Capnodiales). Studies in Mycology, 55(1), 299-305.
Rosado, A. W., Custodio, F. A., Pinho, D. B., Ferreira, A. P. S., & Pereira, O. L. (2019). Cladosporium species associated with disease symptoms
on Passiflora edulis and other crops in Brazil, with descriptions of two new species. Phytotaxa, 409(5), 239-260.
P: solubilizacion de josforo, K. solubilizacion de potasio, Prot: produccion de proteasas, Lip: produccion de lipasas, Qui: produccion de quitinasas, Glu: produccion de gluconasas

Nota. Elaboracion propia

Figura 8

Ficha de identificacion y caracteristicas de las cepas pertenecientes a la especie Neopyrenochaeta
chiangraiensis.

Neopyrenochaeta chiangraiensis
i Capacidades
oty P K Prot Lip Qui [ Glu
4AB9 - - - : - \ +
Descripcion
Neopyrenochaeta chiangraiensis muestra una estrecha afinidad con el tipo genérico N. acicola, pero forma una rama separada (Li, et al, 2020).
Neopyrenochaeta chiangraiensis comparte caracteres similares con N. acicula al tener conidiomas de globosos a subglobosos con setas y
conidios de subglobosos a elipsoidales con varias guttulas pequefias o grandes (conidios: 3,5-5(—6) x1,5-3 pm), pero es distinto en dimensiones
de setas (Li, er al, 2020). Neopyrenochaeta chiangraiensis tiene setas mas cortas que N. acicula (hasta 200 um) (Mapook, et al, 2020). Es un
saprobio sobre madera en descomposicion sumergida en habitat de agua dulce (Mapook, et al, 2020).
Referencia
Li, W. J., McKenzie, E. H., Liu, J. K., Bhat, D. J., Dai, D. Q., Camporesi, E., ... & Hyde, K. D. (2020). Taxonomy and phylogeny of hyaline-
spored coelomycetes. Fungal Diversity, 100, 279-801.
Mapook, A., Hyde, K. D., McKenzie, E. H., Jones, E. G., Bhat, D. J., Jeewon, R., ... & Purahong, W. (2020). Taxonomic and phylogenetic

contributions to fungi associated with the invasive weed Chromolaena odorata (Siam weed). Fungal Diversity, 101, 1-175.
P: solubilizacién de fosforo, K: solubilizacion de potasio, Prot: produccion de proteasas, Lip: produccion de lipasas, Qui: produccion de quitinasas, Glu: produccion de gluconasas.

Nota. Elaboracion propia

Figura 9

Ficha de identificacion y caracteristicas de las cepas pertenecientes a la especie Neopyrenochaeta
triseptatispora.

Neopyrenochaeta triseptatispora
Capacidades
P ‘ K ‘ Prot ‘ Lip ‘ Qui ‘ Glu
2BPI8 + \ : \ = \ + \ + \ +
Descripcion
El epiteto "triseptatispora” se refiere a las ascosporas de 3 septadas. Saprobio sobre tallos muertos de Chromolaena odorata (Mapook, et al,
2020). Neopyrenochaeta triseptatispora muestra actividad antimicrobiana contra B. subtilis con una zona de inhibicion de 16 mm y contra M.
plumbeus con una zona de inhibicién de 24 mm, observable como inhibicién parcial, en comparacion con el control positivo (25 mm y 17 mm
respectivamente), pero ninguna inhibicion de E. coli (Mapook, et al, 2020).
Referencia
Mapook, A., Hyde, K. D., McKenzie, E. H., Jones, E. G., Bhat, D. J., Jeewon, R., ... & Purahong, W. (2020). Taxonomic and phylogenetic
contributions to fungi associated with the invasive weed Chromolaena odorata (Siam weed). Fungal Diversity, 101, 1-175.
P: solubilizacion de fosforo, K: solubilizacion de potasio, Prot: produccién de proteasas, Lip: produccion de lipasas, Qui: produccion de quitinasas, Glu: produccion de gluconasas.

Caodigo

Nota. Elaboracion propia
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Figura 10
Ficha de identificacion y caracteristicas de las cepas pertenecientes a la especie Penicillium
pimiteouiense.

Penicillium pimiteouiense

At Capacidades
S P K Prot Lip Qui | Glu
1CAIl B - + g S | a
Descripcién

Las especies de Penicillium son abundantes en diversos ambientes de suelo, como suelos cultivados, suelos de bosques, suelos desérticos y
también suelos de playas (Teh & Latiffah, 2013). Penicillium pimiteouiense es fenotipicamente mas similar a P. restrictum. Ambas especies
tienen un crecimiento restringido en todos los medios y penicilos monoverticilados y no vesiculados (Peterson, ef al, 1999). P. pimiteouiense
fue aislado por primera vez de cultivos de células de rifion poliquistico, lo que sugiere que la especie puede desempefiar un papel en la
enfermedad renal poliquistica (Peterson, et al, 1999). Penicillium pimiteouiense también ha sido aislado de muestras de excrementos de pollo y
del campo agricola en la India (Wadud, et al, 2012).

Referencia
Peterson, S. W., Corneli, S., Hjelle, J. T., Miller-Hjelle, M. A., Nowak, D. M., & Bonneau, P. A. (1999). Penicillium pimiteouiense: a new
species isolated from polycystic kidney cell cultures. Mycologia, 91(2), 269-277.
Teh, L. Y., & Latiffah, Z. (2013). A new record of Penicillium pimiteouiense from beach soil in Malaysia. Mycobiology, 41(4), 256-259.
Wadud, S., Michaelsen, A., Gallagher, E., Parcsi, G., Zemb, O., Stuetz, R., & Manefield, M. (2012). Bacterial and fungal community

composition over time in chicken litter with high or low moisture content. British poultry science, 53(5), 561-569.
P: solubilizacion de fosforo, K: solubilizacion de potasio, Prot: produccion de proteasas, Lip: produccion de lipasas, Qui: pri ion de quitii Glu: produccion de g

Nota. Elaboracion propia

Figura 11
Ficha de identificacion y caracteristicas de las cepas pertenecientes a la especie Pleosporales sp.

Pleosporales sp
P Capacidades
S P K Prot Lip Qui ‘ Glu
3PB22 + + B N N ‘ 5
Descripcion

Pleosporales es el orden mas grande de los Dothideomycetes y comprende una cuarta parte de todas las especies de Dothideomycetes (Zhang,
et al, 2012). La mayoria de las especies son saprobios que se encuentran en material vegetal en descomposicion en ambientes de agua dulce,
marinos, o terrestres, pero varias especies también estan asociadas con plantas vivas como parasitos, epifitas o endofitas (Zhang, et al, 2009).
Algunas especies de Pleosporales se encuentran en el estiéreol de los animales y un pequeiio niimero se encuentran como liquenes y hongos
que habitan en las rocas (Zhang, et al, 2009).
Referencia
Zhang, Y., Crous, P. W, Schoch, C. L., & Hyde, K. D. (2012). Pleosporales. Fungal diversity, 53, 1-221.
Zhang, Y., Schoch, C. L., Fournier, J., Crous, P. W., De Gruyter, J., Woudenberg, J. H. C., ... & Hyde, K. D. (2009). Multi-locus phylogeny of
Pleosporales: a taxonomic, ecological and evolutionary re-evaluation. Studies in Mycology, 64(1), 85-102.
P: solubilizacién de fésforo, K: solubilizacién de potasio, Prot: produccion de proteasas, Lip: produccion de lipasas, Qui: pr in de quiti Glu: produccién de gluconasas

Nota. Elaboracion propia
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Figura 12
Ficha de identificacion y caracteristicas de las cepas pertenecientes a la especie Setophaeosphaeria
badalingensis.

Setophaeosphaeria badalingensis

o Capacidades
Cons P K Prot Lip Qui Glu
1CAI3 it - - - - +
4BP13 + - - - + -
3BP19 + + - + - +
1M032 + + + - - +
6MO10 + + - - + +
Descripcién

Setophaeosphaeria badalingensis es filogenéticamente distinta de S. setosa y S. hemerocallidis, y también tiene conidios mas pequeiios que los
observados en S. hemerocallidi (Crous, ef al, 2014). Las colonias alcanzan 25 mm de diametro después de 2 semanas a 22 °C (Crous, et al,
2014). En MEA extendido, se presenta con micelio aéreo escaso, superficie plegada, margenes uniformes, lobulados, superficie gris humo,
reverso gris oliviceo (Crous, et al, 2014). En superficie OA se oberva gris olivaceo y en superficie PDA y reverso gris olivaceo (Crous, et al,
2014).

Referencia
Crous, P. W., Shivas, R. G., Quaedvlieg, W. V., Van der Bank, M., Zhang, Y., Summerell, B. A., ... & Groenewald, J. Z. (2014). Fungal Planet
description sheets: 214-280. Persoonia-Molecular Phylogeny and Evolution of Fungi, 32(1), 184-306.

P: solubilizacién de fosforo, K: solubilizacion de potasio, Prot: produccién de proteasas, Lip: produccion de lipasas, Qui: produccion de quitinasas, Glu: produccion de gluconasas

Nota. Elaboracion propia

Figura 13
Ficha de identificacion y caracteristicas de las cepas pertenecientes a la especie Setophaeosphaeria
hemerocallidis.

Setophaeosphaeria hemerocallidis
o Capacidades
Sl P K Prot Lip Qui Glu
1CA10 o+ o + - + +
4AB8 - - - F - i+
2AB23 + - - - & +
3ABI10 & - - - i o+
JAP28 A+ Al - - ik -
4AP14 + = b g b -+
1BP24 i - - - i ny
1BP25 ot - - - * et
3BP21 + i i - - -
3BP24 + - - - - -
1MO29 + - - + ik
1IMO31 + - - - - 2k
1IMO36 - i - - i -
4MO13 + + + - + +
4MO17 + & +: - - -
SMO16 + + + = + +
SMO17 + + + - + +
5MO18 it - s - e 0y
SMO19 s - £ - e ik
Descripcién
Setophaeosphaeria hemerocallidis es una especie de hongo de la familia Phacosphaeriaceae (Crous, ef al, 2014). Las coloninas alcanzan 20 mm de diametro
después de 2 semanas a 22 °C (Crous, et al, 2014). En MEA, las colonias son plegadas, con escaso micelio aéreo y margen liso y uniforme; superficie gris
oliva palido, reverso gris oliva (Crous, et al, 2014). En OA son de color olivaceous-gris y en PDA gris olivaceo palido, con manchas de gris olivaceo, reverso
gris olivaceo (Crous, et al, 2014). S. hemerocallidis esta estrechamente relacionada con Phaeosphaeria setosa, que tiene una forma asexual similar a un foma.
Las dos especies se pueden distinguir segin las dimensiones de sus ascosporas, siendo las de P. sefosa mas pequeifias (Crous, et al, 2014).
Referencia
Crous, P. W., Shivas, R. G., Quaedvlieg, W. V., Van der Bank, M., Zhang, Y., Summerell, B. A., ... & Groenewald, J. Z. (2014). Fungal Planet description
sheets: 214-280. Persoonia-Molecular Phylogeny and Evolution of Fungi, 32(1), 184-306

P: solubilizacién de fosforo, K: solubilizacion de potasio, Prot: produccién de proteasas, Lip: produccion de lipasas, Qui: produccién de quitinasas, Glu: produccion de gluconasas.

Nota. Elaboracion propia
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Figura 14
Ficha de identificacion y caracteristicas de las cepas pertenecientes a la especie Setophaeosphaeria

sidae.

Setophaeosphaeria sidae

o Capacidades
St P K [ Prot [ Lip Qui Glu
4MO12 + + | + | s + +
Descripcién

Setophaeosphaeria sidae es una especie de hongo documentada en bases de datos taxonomicas. Parece estar asociado con hojas de Sida sp., una
especie de planta que se encuentra en Brasil (Quaedvlieg, et al, 2013). Conidiomas picnidiales, globosos, sumergidos y tornandose erumpentes,
de hasta 200 pm de diametro; pared que consta de 3 a 4 capas de textura angularis subhialina a marron palida (Quaedvlieg, et af, 2013). Colonias
erumpentes, extendidas, micelio aéreo moderado uniforme, margenes lobulados (Quaedvlieg, er al, 2013). En superficie MEA gris olivéiceo,
sombra inversa, en OA gris oliviceo con pigmento ambar difuso en agar y en PDA y reverso gris oliva (Quaedvlieg, et al, 2013).
Referencia
Quaedvlieg, W. G. I. M., Verkley, G. J. M., Shin, H. D., Barreto, R. W., Alfenas, A. C., Swart, W. J., ... & Crous, P. W. (2013). Sizing up
septoria. Studies in mycology, 75(1), 307-390.

P: solubilizacion de fosforo, K: solubilizacién de potasio, Prot: produccion de proteasas, Lip: produccion de lipasas, Qui: produccion de quitinasas, Glu: produccion de glhiconasas.

Nota. Elaboracion propia

Figura 15
Ficha de identificacion y caracteristicas de las cepas pertenecientes a la especie Talaromyces

funiculosus.

Talaromyces funiculosus
e Capacidades
= P [ K [ Prot [ Lip [ Qui [ Glu
1IMO28 i \ + \ + \ - \ - | :
Descripcién

Talaromyces funiculosus, también conocido como Penicillium funiculosum, es un microorganismo fingico con diversas implicaciones
ecologicas y cientificas. Ha sido objeto de investigaciones biotecnologicas, como su efecto sobre la solubilidad del fosforo en muestras de suelo
con diferentes propiedades fisicoquimicas (SahimerdanTiirkdlmez GokselOzer SibelDervis, 2022). T. funiculosus inhibe el crecimiento de las
especies micotoxigénicas, F. verticillioides y A. flavu, a través de una esporulacion rapida de sus colonias (Castellari et al., 2021).
Referencia
Castellari, C. C., Marcos Valle, F. J., & Pacin, A. M. (2021). Interactions between fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg, aspergillus flavus
link and talaromyces funiculosus thom in hermetic environments. Chilean Journal of Agricultural and Animal Sciences, 37(1), 11-20.
https://doi.org/10.29393/CHIAAS37-2IFCC30002
SahimerdanTiirkélmez GokselOzer SibelDervis, A. (2022). The Effect of Talaromyces funiculosus ST976 Isolated from Pistacia vera
Rhizosphere on Phosphorus Solubility in Soil Samples with Different Physicochemical Properties. Journal, 25(5), 1077-1085.

P: solubilizacién de fosforo, K: solubilizacion de potasio, Prot: produccion de proteasas, Lip: produccion de lipasas, Qui: produccion de quitinasas, Glu: produccion de gluconasas.

Nota. Elaboracion propia

Anexo B Antagonismo

La seccion de Anexis B presenta las imagenes obtenidas durante la prueba de antagonismo
fangico, las cuales proporcionan una representacion visual de las interacciones entre las diferentes
cepas de hongos. Estas imagenes muestran claramente la actividad antagénica observada, incluyendo
la inhibicién del crecimiento de ciertas cepas por parte de otras, asi como la formacién de zonas de
inhibicién y otras caracteristicas relevantes. Estas imagenes complementan los datos y resultados
presentados en el cuerpo principal del trabajo, ofreciendo una perspectiva visual que ayuda a entender
mejor la dindmica de las interacciones fungicas estudiadas.
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Figura 16
Imdgenes de la prueba de antagonismo fingico con resultado negativo.

Nota. Elaboracion propia
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Figura 17
Imdgenes de la prueba de antagonismo fingico con resultado negativo.
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Nota. Elaboracion propia
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Figura 18
Imdgenes de la prueba de antagonismo fiungico con resultado positivo.
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Nota. Elaboracion propia
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Anexo C Protocolos

S0P
Proyecto Suelos Ingenio Magdalena

Procedimiento Mormado de Operacion

Paginas Totales:

Seleccion de hongos antagonistas Autores: Isabella Garcia Caffaro, Silvia
Vela

1. Proposito
Realizar una extraceidon de ADN gendmico de hongos.

2. Aplicacion

El impacto econdmico de los hongos patdgenos en el rendimiento de los cultivos y el peligro para la salud humana y
animal causado por las micotoxinas fingicas hace que la deteccion de patdgenos fingicos sea una prioridad méxima.
Los estudios basados en el ADN, incluida la clonacion y el genotipado, se han convertido en una rutina en los
laboratorios de investigacion de hongos. Sin embargo, la preparacion de ADN de alta calidad a partir de tejido
fingico requiere mucho tiempo y trabajo y, a menudo, es un paso limitante para los experimentos de alto
rendimiento.

Los métodos basados en ¢l ADN se pueden utilizar para detectar y diagnosticar la presencia de patogenos fungicos.
Sin embargo, las paredes celulares de los hongos son estructuras fuertes, compuestas principalmente de quitina y
glucanos que mejoran su dureza. Estas estructuras generalmente requieren una combinacion de congelacion en
nitrageno liquido con molienda y tampones fuertes para que las paredes celulares se rompan y el ADN se extraiga
con éxito.

3.  Referencias

3.1. Pilo, P, Tiley, A. M, Lawless, C., Karki, 5. J., Burke, I, & Feechan, A. (2022). A rapid fungal DNA
extraction method suntable for PCR sereening fungal mutants, infected plant tissue and spore trap samples.
Physiological and Mofecular Plant Pathology, 117, 101758,

3.2, Fredricks, D. N, Smith, C., & Meier, A. (2005). Comparison of six DNA extraction methods for recovery
of fungal DNA as assessed by quantitative PCR. Journal of clinical microbiology, 43(10), 5122-5128.

3.3, Kang, X, Kirui, A, Muszyfiski, A, Widanage, M. C. D., Chen, A, Azadi, P, ... & Wang, T. (2018).
Molecular architecture of fungal cell walls revealed by solid-state NMR. Nature communications, 9(1),
2747

4. Terminologia
4.1. ADN: dcido desoximibonucleico. Molécula transportadora de informacidn  genética para el
funcionamiento.
4.2, EDTA: dcido etilendiaminotetraacético. Elimina o reduce la cantidad de calcio mediante la eliminacidn de
iones de doble capacidad.

5. Documentos asociados
5.1. Promega Coorporation, (2021). Wizard Genomic DNA Purification Kit [Internet).
https:/‘worldwide promega com/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna‘wizard-genomic-dna-purifi
cation-kit/?catNum=A1120.
5.2. Burghoom, H. P., Soteropoulos, P., Paderu, P., Kashiwazaki, R, & Perlin, D. 8. (2002). Molecular
evaluation of the plasma membrane proton pump from Aspergillus fumigatus. Antimicrobial agents and
chemotherapy, 46(3), 615-624.

6. Seguridad
6.1. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:
6.1.1. Formacion de acrosoles.
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6.1.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Concentraciones elevadas se
necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagacion de aerosoles.

6.1.3. Exceso de material o personal.

6.2, Aplicar pricticas estandarizadas en laboratorio

6.2.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir del
laboratorio.

6.2 2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.

6.2.3. Limitar el acceso al laboratorio.

6.2 4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.

6.2.5. Colocar especial atencion en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y aerosoles .

6.2.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame.

6.2.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.

6.2.8. Utilizar pipetas mecanicas (no usar la pipeta por medio de succion oral).

6.2.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.

6.2.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.

6.2.11. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de litex y proteceion para los
0jos o maiscaras para el rostro).

Equipo, materiales y reactivos
7.1. Equipo
7.1.1. Centrifuga
7.1.2. Micropipetas de 1000 pL
7.1.3. Micropipetas de 100 pL
7.2. Materiales/ Cristaleria
7.2.1. Mortero
7.2.2. Tubos de microcentrifuga de 1.5 mL
7.2.3. Baiio maria a 37°C
7.2 4. Puntas de micropipeta de 1000 pL
7.2.5. Puntas de micropipeta de 100 pL
7.2 6. Hoja de bisturi
7.3. Reactivos
7.3.1. Nitrogeno liquido
7.3.2. 50mM EDTA (pH 8.0)
7.3.3. Kit de purificacion de ADN gendmico Wizard (Promega)
7.3.4. Cloroformo a temperatura ambiente
7.3.5. Etanol 70% a temperatura ambiente
7.4. Medicamentos
74.1. N/A
7.5. Material biologico
7.5.1. Cepas de hongos
Procedimiento
8.1. Recoger el micelio en un recipiente de porcelana con un bisturi, congelar con nitrégeno liquido y moler
con mortero.
8.2, Resuspender en 293 pl de EDTA de 50 mM.
8.3, Incubar la muestra a 37 °C durante 45 minutos para digerir la pared celular. Enfriar a temperatura
ambiente.
8.4. Centrifugar la muestra a 13.000 = g durante 2 minutos y luego retirar el sobrenadante.
8.5. Agregar 300 pL de solucion de Nuelei Lysis al granulo celular y pipetear suavemente para mezclar.
8.6. Incubar la muestra a 37 *C durante 1 h.
8.7. Agregar 100 pL de solucion de precipitacion de proteinas y vortex a alta velocidad durante 20 segundos.
8.8  Centrifugar durante 20 minutos a velocidad maxima (13.000 rpm) en una microcentrifuga.
89 Dejar que la muestra repose sobre hielo durante 5 minutos.
8.10. Centrifugar a 13.000 = g durante 3 minutos.
8.11. Transferir el sobrenadante que contiene el ADN a un tubo limpio de microcentrifuga de 1,5 mL que
contenga 300 pL de fenol-cloroformo:alecohol 1soamilico a temperatura ambiente.
8.12. Mezclar suavemente por inversion hasta que las hebras de ADN en forma de hilo formen una masa visible.
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10.

11.

12.

8.13. Centrifugar a 13.000 > g durante 2 minutos.

8.14. Decantar con cuidado el sobrenadante y escurrir el tubo en papel absorbente limpio.

8.15. Agregar 300 pL de etanol al 70% a temperatura ambiente e invertir suavemente el tubo varias veces para
lavar la pastilla de ADN.

8.16. Centrifugar a 13.000 > g durante 2 minutos. Aspirar con cuidado todo el etanol.

8.17. Escurrir el tubo en papel absorbente limpio y dejar que el pellet se seque al aire durante 10-15 minutos.

8.18. Anadir 50 pL de solucion de rehidratacion de ADN.

8.19_ Agregar 1,5 pL de solucion de RNasa a la muestra de ADN purificada. Vortex a la muestra durante 1
segundo.

8.20. Centrifugar brevemente en una microcentrifuga durante 5 segundos para recoger el liquido e incubar a 37
°C durante 15 minutos.

8.21_Rehidratar el ADN incubando la solucion durante la noche a 4 °C.

8.22_ Almacenar el ADN a -R0°C.

Esterilizacion de material
Esterilizar drea de trabajo, puntas de micropipeta, Micropipetas y tubos de 1.5 mL

Cileulos
Mo aplica

Control de calidad
11.1. Verificar con un check list gque se llevo al lugar los implementos necesarios
11.2. Verificar que el almacenamiento de muestras y reactivos sea el adecuado 4°C, -20°C o -80°C.

Conflict solution policy
121,



CAPITULO 13. ANEXOS

SOP
Provecto Suelos Ingenio Magdalena

Procedimiento Normado de Operacion

Pagmas Totales:

PCR v gel de electroforesis Autores: Isabella Garcia Caffaro, Aouda
£ Sanchez, Valeria Ochoa

1. Propasito
Realizar PCR de para identificar bacterias (165) y hongos (ITS) utilizando el ADN gendmico.

2. Aplicacion
La cadena en reaccion de la polimerasa (PCR) es una tecnologia que se utiliza para amplificar una secuencia especifica
de ADN permitiendo el aislamiento, secuenciacion o clonacién de la secuencia amplificada. Esta técnica fue
desarrollada en 1983 por Kary Mullis quien recibio el premio nobel en 1993,
EIPCR se utiliza en una amplia gama de estudios, en el drea de microbiologia para realizar técnicas de clonacién con
ADN, southern smudging, secuenciacion de ADNM. mnovacion en ADN recombinante, entre otras aplicaciones.
También se utiliza en microbiologia clinica como una herramienta para identificacion de bacterias patdgenas y en
estudios forenses para identificacion de criminales.
Es posible identificar bacterias al utilizar un PCR que amplifica la region de 165 v/o 185 y hongos filamentosos y
levaduras por medio de la region ITS. Esta técnica es ampliamente utilizada para la identificacion de cepas como
minimo a nivel de género. La identificacion se basa fundamentalmente en el anilisis de una o dos regiones del DNA
ribosomico. En el caso del 165 se secuencian aproximadamente los primeros 1,000 nucleotidos del gen, que mcluyen
zonas hipervariables donde se acumulan la mayoria de diferencias nucleotidicas entre especies. Para la identificacion
de hongos filamentosos y levaduras se secuenciacian de los dominios D1/D2 del gen 285 rRNA y/o de la region ITS
{espacios intergénicos ITS1 e ITS2 y que incluye el gen 5,85 rRNA). La comparacion de las secuencias obtenidas en
ambos casos con las secuencias disponibles en las bases de datos publicas permite asignar las cepas a una especie
concreta cuando el porcentaje de homologia de sus secuencias es superior o igual a 99% .

3. Terminologia

3.1. PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, reaccion en la que se amplifica una secuencia especifica de
ADN

3.2, Primer / cebador/ oligo: Es una secuencia corta de dcido nucleico que contiene un grupo 3' hidroxilo libre
que forma pares de bases complementarios a una hebra molde v que actila como punto de inicio para la
adicion de nucledtidos con el fin de copiar la hebra molde

3.3. ADN polimerasa: Enzima principal del proceso de replicacion que parte de una cadena inicial o primer.

3.4, Buffer TBE: Tris, dcido borico y EDTA, buffer de comrida para electroforesis

4. Principio

La cadena en reaccion de la polimerasa PCR es una reaccion de tres pasos (desnaturalizacion, anillamiento,
extension), la muestra que contiene una concentracion especifica de muestra de ADN con una enzima ADN
polimerasa estable al calor (tag polimerasa), oligos {especificos para la amplificacion del gen especifico), bases
nitrogenadas (ANTP’s) y el cofactor magnesio; a esta mezcla se le llama master mix.

La primera etapa de PCR (desnaturalizacion) la muestra se calienta a 95-98°C, esta temperatura causa la
desnaturalizacion de la doble hebra de ADN convirtiéndola en ssADN. La segunda etapa (anillamiento) la temperatura
disminuye a 55-65°C permitiendo que los oligos se unan a la ssADN en el area deseada formando puentes de
hidrogeno. El tercer paso (extension) la temperatura aumenta a 72°C permitiendo la extension de la hebra utilizando
los dNTP's formando una nueva hebra de ADN de doble hebra. Los tres pasos descritos anteriormente se repiten
varias veces lo cual lleva a la amplificacion exponencial del gen de interés a partir del ADN. Esta reaccion llega a su
fin o plateu cuando la ADN polimerasa pierde actividad y los dNTP’s ¥ oligos son consumidos.
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5.

Documentos asociados

5.1. Chavez, N. 2006. (losario de Biotecnologia. UAA. Aguascalientes, México.

5.2. Mulhardt, C. 2010. Molecular biology and genomics. Academic Press. San Francisco, EUA.

5.3. OMS {2{]1]5} Manual dc BlDSCgLII]dﬂd dc: Labcrratcrrn:r Gmcb‘m 3ra  edicwon. Pp.210.

5.4. Th.crmoFlshcr {(nd.). The Basics: RNA Isolation. Retrieved Scptcmbm 11, 2016, from
https://www.thermofisher.com/us/en/home/references/ambion-tech-support/rna-isolation/general-
articles/the-basics-ma-iselation.html

5.5. Torres, L. 2001. Tratado de cuidados criticos y emergencias. Aran Ediciones. Mexico D.F.

5.6. PROMEGA. (2007). GoTag® DNA Polymerase. Promega, (6). 7T-8. http://doLorg/M3178

5.7. Sambrook.J. ¥ Russell.D (201 1)Molecular Cloning, A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory
Press. Nueva York. 3rd edicion.

Seguridad
6.1. Realice el master mix de preferencia en campana de extraceidn para evitar contaminacion
6.2. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:
6.2.1. Formacion de acrosoles.
6.2.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Con concentraciones elevadas
se necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagacion de acrosoles.
6.2.3. Exceso de material o personal.
6.3. Aplicar practicas estandarizadas en laboratorio
6.3.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir del
laboratorio.
6.3.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.
6.3.3. Limitar ¢l acceso al laboratorio.
6.3.4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en ¢l laboratorio,
6.3.5. Colocar especial atencion en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y aerosoles.
6.3.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame.
6.3.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.
6.3.8. Utihzar pipetas mecanicas (no usar la pipeta por medio de succion oral).
6.3.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.
6.3.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.
6.3.11. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex y proteccion para los
0jos 0 miscaras para cl rostro).

Equipo, materiales y reactivos
7.1. Equipo
7.1.1. Campana de flujo laminar
7.1.2. Centrifuga
7.1.3. Termociclador
7.1.4. Camara de clectroforesis
7.2. Materiales/ Cristaleria
7.2.1. Tubos ependorf{f (0.2ml
7.2.2. Puntas de micropipeta
7.2.3. Micropipetas
7.3. Reactivos
71.3.1. ADN
7.3.2. Gotaq Mastermix
7.3.3. hot start Colorless master mix
7.3.4. ohgo Forward
7.3.4.1. ITS1{Secuencia 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3')
7.3.5. olipo Reverse
7.3.5.1. ITS4 (Secuencia 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3)
7.3.6. Agua libre de nucleasas
7.3.7. Agarosa
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7.3.8. Escalera 100pb
7.3.9. Gelred
7.3.10. Loadmg dye
7.3.11. Buffer TBE
74, Medicamentos
No aplica
7.5. Material bioldgico
7.5.1. Cultivo puro de microorganismos de mterés obtenidos de muestreo de suclos

8. Procedimiento
8.1. PCR para ADN
8.1.1. Colocar en un tubo ependorff libre de nucleasas:

Reactivo Volumen final 1rxn
Go Taq master mix 7.5ul
oligo F {10mM) 0.75ul
oligo R {10mM) 0.75pl
ADN 2l
Agua libre de nucleasas 4ul
TOTAL 15ul

8.1.2. Realizar un control negativo sin ADN templete en el inicio de las muestras y al final de las mucstras
8.1.3. Utilizar el siguiente programa

ITS
Paso Temperatura "C Tiempo # Ciclos
nmesn 95 2min. 1
desnaturalizacion
Desnaturalizacion 95 30seg
Anillamiento 55 I0seg 35
Extension 72 Imm
Extension final T2 Smin. 1
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4 Indefinido |

8.2 Electroforesis

10.

11.

8.2.1  Preparar buffer TBE 1x

8.2.2  Para visualizar el resultado del PCR realice una electroforesis

8.2.3  Realizar un gel de agarosa de 1.5% con 0.45g de agarosa y 30ml de buffer TBE 1X, luego que se haya
disuelto la agarosa en microondas (30 seg * 30 seg y agitar)

8.2.3.1 Agregar bromuro de etidio 100X (15 ml de gel 1ul de bromure de etidio y 30ml de gel 2ul de
bromuro de etidio)

8.2.4  Dejar que el gel se solidifique

8.2.5  Cargar el gel (pozos mas cerca del lago negativo)

8.2.6  Llenar la cimara de electroforesis con buffer TBE 1X

8.2.7  Cargar el gel (7ul de muestra con loading dye y escalera)

8.2.8  Correr el gel por (30min-60min) a 100voltios.

829  Visualizar utilizando transiluminador

Esterilizacion de material

No aplica

Cilculos

No aplica

Control de calidad
11.1. Se verificd que el agua libre de nucleasas se encontrara en buen estado y guardada adecuadamente.
11.2. Se verifico se le diera el tratado con NaOH a los tubos utilizados
11.3. Se verifico que el equipo utilizara funcionara correctamente.
11.4. Se trabajo para campana para evitar contaminacion
11.5. Conflict solution policy
11.5.1. Se obtiene poco producto

11.5.1.1. Ajuste la temperatura de anillamiento
11.5.1.2. Minimice el efecto de los imhibidores de amplificacion
11.5.1.2.1. Diluya la muestra de ADN

11.5.1.3. Aumente la pureza de la muestra de ADN
11.5.1.4. Agregue aditivos al PCR como DMSO o BSA
11.5.1.4.1. Preparc otra muestra de ARN teniendo cuidado con la ARNasas
11.5.1.5. Aseglrese que no existan inhibidores de la transcriptasa inversa: SDS, EDTA, entre
otros.
11.5.1.6. La temperatura de anillamicto es muy alta
11.5.1.7. La secuencia target de ARN contiene pausas transcripciones fuertes
11.5.1.8. Verificar la especificidad del oligo
11.5.1.9. Concentracion de dNTP's muy alta
11.5.1.10.  No sc utilizd la coneentracion de magnesio optima
11.5.1.11.  Se inactivo la transcriptasa reversa antes que se sintetizara ADNc

11.5.2. Mo se obtiene producto o se obtiene poco producto ADNc doble hebra por PCR

11.5.2.1. Coloque mayor cantidad de ADNc de una hebra
11.5.2.2, Optimize las condiciones del QPCR
11.5.2.3. Re examine el disefio de los oligos
11.5.2.4. Aumente ¢l niomero de ciclos
11.5.3. El tamafio del producto es mayor del esperado
11.5.3.1. El ARN se encuentra contaminado de ADN
11.5.3.2. Disefie de oigos con span de intrones convirtiendo en unién de exon-exon

11.5.4. Sino sc observa nada en la electroforesis
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11.54.1. El buffer con el que se comrid puede no estar fresco
11.5.4.2, No se cargo suficiente GelRed o similar
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S0P
Proyecto Suelos Ingenio Magdalena

Procedimiento Normado de Operacion

Paginas Totales:

Seleccién de hongos antagonistas Autores: Isabella Garcia Caffaro, Silvia
Vela

1.

Propasito

Realizar prueba de antagonismo en las cepas fungicas.

2,

Aplicacion

Las pruehas de antagonistas de hongos se utilizan para identificar y evaluar antagonistas de hongos para el control
biologico de patdgenos de plantas. Estos antagonistas desempefian un papel importante en el control de
enfermedades de las plantas vy se utilizan como BCA. Las prucbas ayudan a identificar posibles antagonistas de
hongos y a evaluar su eficacia en diferentes condiciones ambientales.

Se utilizan para evaluar las actividades antifingicas de los metabolitos fiingicos v las levaduras antagonistas contra
patdgenos filngicos especificos. Estas pruebas ayudan a identificar metabolitos v levaduras con efectos inhibidores
sobre el crecimiento de patdgenos, contribuyendo al biomanejo sostenible de enfermedades fungicas.

3

Referencias

3.1. Liu, R, Chen, M., Gao, J., Luo, M., & Wang, G. (2023). Identification of antagonistic fungi and their
antifungal activities against aconite root rot pathogens. Plant Signaling & Behavior, 18(1), 2211852,
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Fungi vs. fungi in biocontrol: An overview of fungal antagonists applied against fungal plant pathogens.
Frontiers in cellular and infection microbiology, 10, 604923

Terminologia
4.1. PDA: agar papa dextrosa.

Documentos asociados
5.1. Zhao, X, Hou, D., Xu, I, Wang, K., & Hu, Z. (2022). Antagonistic activity of fungal strains against
Fusarium crown rot. Plants, 11(3), 255.

Seguridad
6.1. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:
6.1.1. Formacion de acrosoles.
6.1.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Concentraciones elevadas se
necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagacion de acrosoles.
6.1.3. Exceso de material o personal.
6.2. Aplicar pricticas estandarizadas en laboratorio
6.2.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir del
laboratorio.
6.2.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.
6.2.3. Limitar el acceso al laboratorio.
6.2 4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.
6.2.5. Colocar especial atencion en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y acrosoles |
6.2.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame.
6.2.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.
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CAPITULO 13. ANEXOS

10,

11.

6.2.8. Utilizar pipetas mecdnicas {no usar la pipeta por medio de succidn oral),

6.2.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.

6.2.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.

6.2.11. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex y proteceion para los
0)0s 0 mascaras para el rostro).

Equipo, materiales v reactivos
7.1. Equipo
1.1.1. Micropipetas de 10 pL
1.1.2. Mechero
7.2. Materiales/ Cristaleria
7.2.1. Jeringa de 5 mL
7.2.2. Puntas de 10 pL
7.2.3. Placas de PDA
7.2.4. Tubos Falcon estériles.
7.3. Reactivos
7.3.1. Solucidn salina 0.9%
7.4. Medicamentos
N/A
7.5. Material biologico
7.5.1. Cepas de hongos

Procedimiento

8.1. Sembrar hongos en medio PDA durante 10 dias.

8.2, Apregar 5 mL de solucidn salina 0.9% esténl a la placa con las esporas con la ayuda de una jeringa.

8.3. Realizar un lavado con la solucion y traspasarlo a un tubo Falcon estéril.

8.4 Preservar la solucion de esporas a 4°C.

8.5. En placas con medio PDA, sembrar 10 pL de solucion de esporas de una cepa en un extremo de la placa.
8.6. Sembrar 10 pL de una solucién de esporas diferente en el otro extremo de la placa.

8.7. Incubar a 26°C por 10 dias.

8.8, Monitorear la forma de crecimiento de los hongos.

8.9. Resultado positivo a antagonismo se toma si uno de los hongos cambid la forma de crecimiento.

Esterilizacion de material
No aplica

Cilculos
No aplica

Control de calidad
11.1. Verificar con un check list que se llevo al lugar los implementos necesarios
11.2. Venficar que el almacenamiento de muestras y reactivos sea el adecuado 4°C, -20°C o -80°C.
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