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Fitopatologia de la Universidad Nacional del Noroeste de la
Provincia de Bueno Aires, Pergamino, Argentina, provenien-
¢ tes de la Localidad de Pergamino, Buenos Aires, durante el
perlodo 2023. El aislamiento se analizo macroscopicamente.
Mediante lareaccidn en cadenade la polimerasa (PCR) se am-
4 plifico la secuencia de los espaciadores transcritos internos
(ITS) mediante la utilizacion de los cebadores 1TS1e 1TS54, y se

1 Ing. Agrénomo, MSc, PhD, Universidad | €Nvioasecuenciar a Macrogen (Corea). Resultados. Macros-
\ Nacional del Noroeste de la Provincia | copicamente se pudo determinar que el aislamiento fue de
} de Buenos Aires. Pergamino, Argentina. | color verde. La secuencia amplificada TS tuvo una identidad
N Ega”f m,“?d“‘la@gggﬂé,”g%%d;”;gf? Zd{-af del 99.13 9% con la secuencia MH284962 de Trichoderma sp.
ps;/forcidorg/ e Conclusién. Se pudo identificar y caracterizar molecular-
Universidad Nacional del Noroeste de la , A .
Provincia de Buenos Aires. Pergamino, | Menteunaislamiento de Trichoderma sp.
4 Argentina. Email: aefernandez@comunidad.

unnoba.edu.ar https://orcid.org/0009-

Palabras claves: control biologico, espaciadores transcritos

P

0001-8625-6239 internos (ITS), fitopatdgenos, Hypocreaceae.

‘ Como Citar (Norma Vancouver): Lavilla, M.A, Fernandez, A.E. Primer reporte de Trichoderma en
Pergamino, Buenos Aires, Argentina. Orinoquia, 2026; 30(1): e-861.
https://doi.org/10.22579/20112629.861

S &

La Revista Orinoquia es una revista de acceso abierto revisada por pares. Este es un articulo de acceso abierto
distribuido bajo los términos de la Licencia Internacional Creative Commons Attribution 4.0 (CC-BY 4.0), que
’ permite el uso, distribucion y reproduccion sin restricciones en cualquier medio, siempre que se acredite el autor
y la fuente originales.

Consulte http://creativecommons.org/licenses/by/4.0 @ (1) (=)
BOPENACCESS BY NG ND

S &



https://orcid.org/0000-0002-7282-4696
https://orcid.org/0009-0001-8625-6239
https://doi.org/10.22579/20112629.861
mailto:mllavilla@comunidad.unnoba.edu.ar
https://orcid.org/0000-0002-7282-4696
mailto:aefernandez@comunidad.unnoba.edu.ar
mailto:aefernandez@comunidad.unnoba.edu.ar
https://orcid.org/0009-0001-8625-6239
https://orcid.org/0009-0001-8625-6239

Primer reporte de Trichoderma en Pergamino, Buenos Aires, Argentina

ABSTRACT

Introduction. [richoderma’s biological capacity is very important as a potential biological control agent.
They are among the most studied soil fungi and are commercially available as fungicides. Objective.
To identify and molecularly characterize an isolate of Trichoderma sp. Materials and methods. IVyce-
lium was isolated from soybean roots at the Phytopathology Laboratory of the National University of
the Northwest of the Province of Buenos Aires, Pergamino, Argentina,in 2023. The isolate was analyzed
macroscopically. The sequence of Internal Transcribed Spacers (ITS) was amplified by polymerase chain
reaction (PCR) using the ITS1 and ITS4 primers and sent for sequencing to Macrogen (Korea). Results.
Macroscopically, the isolate was green. The amplified ITS sequence showed 99.13% identity with the
MH284962 sequence of Trichoderma sp. Coenclusion. A Trichoderma sp. isolate was successfully identi-
fied and molecularly characterized.

Keywords:biological control; Internal Transcribed Spacers (ITS); phytopathogens, Hypocreaceae

RESUMO

Introducdo. As capacidades biologicas de Trichoderma fazem dele um agente de controle biologico com
grande potencial. Trata-se dos fungos de solo mais estudados, estando disponiveis comercialmente para
uso como fungicidas. Objetive. |dentificar e caracterizar molecularmente um isolado de Trichoderma sp.
Materiais e métodos. O micelio foi isolado a partir de raizes de soja coletadas em Pergamino, provincia
de Buenos Aires, Argentina, em 2023; o trabalho foi realizado no Laboratorio de Fitopatologia da Uni-
versidade Nacional do Noroeste da Provincia de Buenos Aires (UNNOBA), em Pergamino. O isolado foi
analisado macroscopicamente. A sequéncia daregido espacadora transcritainterna(ITS) foi amplificada
via reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os iniciadores ITS1 e [TS4, e o produto foi enviado
a Macrogen (Coreia) para sequenciamento. Resultades. A analise macroscopica revelou que o isolado
apresentava coloracdo verde. A sequéncia ITS amplificada apresentou 99,13% de identidade com a se-
quénciaMH284962 de Trichoderma sp. Cenclusdo. Um isolado de Trichoderma sp. foi identificado e ca-
racterizado molecularmente com sucesso.

Palavras-chave: controle bioldgico, espacadores transcritos internos (ITS), fitopatégenos,
Hypocreaceae.

INTRODUCCION

Debidoal potencial crecimientode las especies de
Trichodermaen vegetalesy al control biologico de
los hongos fitopatdgenos, se llevo a cabo la pre-

el aporte y absorcion de nutrientes, mejoras en
el metabolismo de la glucosa y la fotosintesis,
la produccion de hormonas y el control de
enfermedades (Alwadai et al, 2024).

La capacidad bioldgica de Trichoderma es muy

sente caracterizacion molecular de Trichoderma.
Trichoderma es un género ubicuo de la familia
Hypocreaceae. Estos hongos se pueden encontrar
en distintos tipos de suelos. Producen conidios
y clamidosporas, estructuras sexuales llamadas
ascasporas en su ambiente natural. Los efectos
mas beneficiosos de Trichoderma spp. incluyen:
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importante como potencial controlador biolo-
gico (Leela-vathi et al, 2014). Son los hongos mas
estudiados del suelo y comercialmente estan
disponibles para su aplicacion como fungicida
(Kumar Solanki et al, 2011). La variabilidad ge-
nética de Trichoderma, asociada a los transcri-
tos internos 1151 e ITS4, puede ser usada para
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identificar a los aislamientos (Pavone, 2012). El
objetivo de la presente investigacion fue identifi-
car y caracterizar molecularmente un aislamiento
de Irichoderma sp.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y purificacion de Trichoderma sp

El aislamiento del micelio de ralz de soja fue
realizado en el Laboratorio de Fitopatologia de la
Universidad Nacional del Noroeste de la Provin-
cia de Bueno Aires, Pergamino, Argentina, prove-
nientes de misma localidad de Pergamino, Buenos
Aires, durante el perfodo 2023. El crecimiento del
hongo se realizo a partir de tejido vegetal de raiz
que fueron cortados en trozos de 5 milimetros
de diametro. Luego, fueron preparados con
el protocolo segiin Hernandez et al. (2011). El

aislamiento se analizo macroscopicamente.

Los cilindros fueron sometidos en cajas de Petri
con agar papa dextrosa (PDA) e incubados a 25+2
°C durante siete dias o hasta ver crecimiento
micelial.Elaislamientodelhongo fue monosparico.
Luego se tomaron con un ansa de siembra cuatro
porciones de 0.5 cm? de micelio crecido en PDA,
el cual se suspendio en 5 ml de agua esteril y se
agito para realizar diluciones seriadas de las
esporas (10"a10°) en placas vaciada en PDA, que
se incubaron a 25 + 2 °C hasta ver crecimiento
micelial (Cafiedoy Ames, 2004).

Estudio molecular de Trichodrma sp.

El estudio molecular de los aislamientos consistio
en tomar aproximadamente 50 mg de micelio
frescoenactividad. Se extrajo ADNy se estimaron
los pesosmoleculares engelesde agarosaal 0.8%
tefiidos con bromuro de etidio (5pl/100 ml de TAE)
y se equipararon con muestras de concentracion
conocida. El ADN se utilizd para amplificar una
secuencia diana, la region espaciadora transcrita
interna (ITS) (White et al., 1990).
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La temperatura de hibridacion (TM) se determind
en 55 °C. El programa de termociclado utilizado
fue el siguiente: 5 min a 95 °C; 45 ciclos de 45 se-
gundos a 94 °C, 45 segundos a la temperatura de
hibridacion (fusion) correspondiente a cada par de
cebadores y 45 segundos a 72 °C, y una etapa de
extension final de 10 mina 72 °C. Los productos de
amplificacion por PCR se almacenaron en un con-
gelador a-20°C.

Antes de enviar las muestras para secuenciacion,
se analizo la calidady la cantidad del ADN amplifi-
cado en geles de agarosa; como se describio pre-
viamente, utilizando 3 pl del producto de PCR, 10 pl
dexilenglicol como colorantey 5 pl de unmarcador
de 100 pb. Los productos de PCR se enviaron a un
proveedor de servicios de secuenciacion externo
utilizando la técnica Sanger (Macrogen, Corea).

RESULTADOS

El producto de PCR correspondiente del ITS fue el
siguiente:

AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGC
GTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCA
CTTACCTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCT
GCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGGCCGT
GAAACAACCCAAACTTCCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
CCGCTGAACTTAAGCATATCAAGAAGGGGGGGGAAGAAAAACCGGAAAAA
AATTAAAATTCAAACCAAATTGTAGATAACAAAATACCCCCCACAGCTCC
TACCACAAGCCCTCACCCTAGCCGGCTGGGGCACGGGGGGCGTGATTAAT
GCAGTGAATAATATCATGGGGGTGTATAGAAAAACGAGGACTTGT

Con la obtencion de la secuencia amplificada con-
firmamos que el aislamiento corresponde a Iri-
choderma sp. La identificacion inicial se basd en
la caracterizacion morfoldgica, macroscopica (Fi-
gura 1). El aislamiento se caracterizd visualmente
seglin caracteristicas macroscopicas, lo cual es
congruente con la especie [richoderma sp. Se
pude apreciar el crecimiento del aislamiento de
color verde (Figurat).
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Figura 1. Micelio de Trichoderma sp. Laboratorio de
Fitopatologia UNNOBA. Periodo 2023.

DISCUSION

Se obtuvo un aislamiento de Trichoderma sp. Las
especiesde Irichodermaactuancomocontrolador
biologico  mediante  diversos = mecanismos
sinergicos. Sin embargo, es dificil predecir el
grado de sinergismo y el comportamiento de un
agente de control biologico en un patosistema
natural (Hermosa et al., 2000).

El aislamiento tuvo la forma tipica de Tricho-
derma sp. con formacion de anillos concentri-
cos de color verde en los sitios de esporulacion
(Druzhinina et al, 2006). La amplificacion del ADN
de los primers ITS1 e 1TS54 (Garcla-Nurez et al,
2017) fue de 600 pb; similares a nuestro estudio,
observandose bandas bien definidas. El analisis
filogenetico mostro que este aislado coincidia
con Trichodermasp. (GenBank acc.no.MN950427),
que se agrupo con una identidad del 98.11 % con
la especie Trichoderma asperellum (nimero de
acceso AY380912) de Indonesia, confirmando asf
por medios moleculares y bioinformaticos que el

| Vol 30 No. 1 e-861 enero -junio 2026,
4 DOI: https://doi.org/10.22579/20112629.861

aislado corresponde a I. asperellum. En nuestro
caso, la identidad fue del 99.13 9% con el acceso
(GenBank acc. no MH284962) de Trichoderma sp
(Matas-Bacaet al. 2022). Este es el primer reporte
de Trichoderma sp. registrado en la provincia de
Buenos Aires, Argentina en el afio 2022.

CONCLUSIONES

Se pudo identificary caracterizar molecularmente
un aislamiento de Irichoderma sp.
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