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Introduction. The biological capacity of Trichoderma is very important as a potential biological control agent. They are the most studied soil fungi and are commercially available for application as fungicides. Objective. To identify and molecularly characterize an isolate of Trichoderma sp. Materials and methods. Mycelium was isolated from soybean roots at the Phytopathology Laboratory of the National University of the Northwest of the Province of Buenos Aires, Pergamino, Argentina, from the town of Pergamino, Buenos Aires, Argentina, during 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. It was determined that the fungal isolate formed colonies that were initially white and cottony, and then became dense, developing a vibrant green color (blue-green to deep green) due to the production of conidia (spores). The amplified ITS sequence showed 99.13% identity with the MH284962 sequence of Trichoderma sp. Conclusion. The objective of the present study was to identify a strain of Trichoderma isolated in the city of Pergamino, Buenos Aires, Argentina through the use of morphological and molecular tests.
Introducción. La capacidad biológica de Trichoderma es muy importante como potencial controlador biológico. Son los hongos más estudiados del suelo y comercialmente se encuentran disponibles para su aplicación como fungicidas. Objetivo. Identificar y caracterizar molecularmente un aislamiento de Trichoderma sp. Materiales y métodos. Se procedió a aislar micelio de raíz de soja en el Laboratorio de Fitopatología de la Universidad Nacional del Noroeste de la Provincia de Buenos Aires, Pergamino, Argentina, provenientes de la Localidad de Pergamino, Buenos Aires, Argentina, durante el período 2023. El aislamiento se analizó macroscópicamente. Mediante la reacción en cadena de la polimerasa PCR se amplificó la secuencia de los Espaciadores Transcritos Internos (ITS) mediante la utilización de los cebadores ITS1 e ITS4 y se envió a secuenciar a Macrogen (Corea). Resultados. Se pudo determinar que el aislamiento del hongo formó colonias al principio blancas y algodonosas, y luego se tornaron densas, desarrollando un color verde vibrante (azul verdoso a verde intenso) debido a la producción de conidios (esporas). La secuencia amplificada ITS tuvo una identidad del 99.13% con la secuencia MH284962 de Trichoderma sp. Conclusión. El objetivo del presente estudio fue identificar una cepa de Trichoderma aislada en la ciudad de Pergamino, Buenos Aires, Argentina mediante el uso de pruebas morfológicas y moleculares. 
Materiales y métodos
Aislamiento y purificación de Trichoderma sp,
            El aislamiento del micelio de raíz de soja fue realizado en el Laboratorio de Fitopatología de la Universidad Nacional del Noroeste de la Provincia de Bueno Aires, Pergamino, Buenos Aires, Argentina durante el período 2023. El crecimiento del hongo se realizó a partir de tejido vegetal de raíz que fueron cortados en trozos de 5 mm de diámetro. Luego fueron preparados con el protocolo según Hernández et al. (2011). El aislamiento se analizó macroscópicamente.
	Los cilindros fueron sometidos en cajas de Petri con agar papa dextrosa (PDA) e incubados a 25±2 °C durante siete días o hasta ver crecimiento micelial. El aislamiento del hongo fue monospórico. Luego se tomaron con un ansa de siembra cuatro porciones de 0,5 cm2 de micelio crecido en PDA, el cual se suspendió en 5 ml de agua estéril y se agitó para realizar diluciones seriadas de las esporas (10-1 a 10-6) en placas vaciada en PDA, que se incubaron a 25 ± 2 °C hasta ver crecimiento micelial (Súarez-Palacios et. al., 2023). 
Estudio molecular de Trichoderma sp,
	El estudio molecular de los aislamientos consistió en tomar aproximadamente 50 mg de micelio fresco en actividad. Se extrajo ADN y se estimaron los pesos moleculares en geles de agarosa al 0,8% teñidos con bromuro de etidio (5 μl/100 ml de TAE) y se equipararon con muestras de concentración conocida. El ADN se utilizó para amplificar una secuencia diana, la región espaciadora transcrita interna ITS (White et al., 1990).
	La temperatura de hibridación (TM) se determinó en 55 °C. El programa de termociclado utilizado fue el siguiente: 5 min a 95 °C; 45 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45 segundos a la temperatura de hibridación (fusión) correspondiente a cada par de cebadores y 45 segundos a 72 °C, y una etapa de extensión final de 10 min a 72 °C. Los productos de amplificación por PCR se almacenaron en un congelador a -20 °C. 
[bookmark: idm140661071244416][bookmark: idm140661071240512]	Antes de enviar las muestras para secuenciación, se analizó la calidad y la cantidad del ADN amplificado en geles de agarosa al 0,8%, como se describió previamente, utilizando 3 μl del producto de PCR, 10 μl de xilenglicol como colorante y 5 μl de un marcador de 100 pb. Los productos de PCR se enviaron a un proveedor de servicios de secuenciación externo utilizando la técnica Sanger (Macrogen, Corea).
Resultados
	La identificación inicial se basó en la caracterización morfológica y macroscópica (Figura 1). El aislamiento se caracterizó según características macroscópicas (visuales) y microscópicas. Lo cual es congruente con la especie Trichoderma sp. Se pudo apreciar que el crecimiento del aislamiento del hongo formó colonias al principio blancas y algodonosas, y luego se tornaron densas, desarrollando un color verde vibrante (azul verdoso a verde intenso) debido a la producción de conidios (esporas) (Figura1). 
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Figura 1. Micelio de Trichoderma sp. Laboratorio de Fitopatología UNNOBA. Período 2023.
	Con la obtención de la secuencia amplificada confirmamos que el aislamiento corresponde a Trichoderma sp. El producto de PCR correspondiente al ITS fue el siguiente:
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGC
GTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCA
CTTACCTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCT
GCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGGCCGT
GAAACAACCCAAACTTCCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
CCGCTGAACTTAAGCATATCAAGAAGGGGGGGGAAGAAAAACCGGAAAAA
AATTAAAATTCAAACCAAATTGTAGATAACAAAATACCCCCCACAGCTCC
TACCACAAGCCCTCACCCTAGCCGGCTGGGGCACGGGGGGCGTGATTAAT
GCAGTGAATAATATCATGGGGGTGTATAGAAAAACGAGGACTTGT
Discusión
[bookmark: g3]	Se obtuvo un aislamiento de Trichoderma sp. Las especies de Trichoderma actúan como controlador biológico mediante diversos mecanismos sinérgicos. Sin embargo, es difícil predecir el grado de sinergismo y el comportamiento de un agente de control biológico en un patosistema natural. Varios experimentos han demostrado que Trichoderma tiene buenos efectos de control biológico y puede reducir el uso de pesticidas químicos. Sin embargo, todavía hay pocos agentes de biocontrol contra Trichoderma en el mercado, y se necesitan encontrar cepas más efectivas y adecuadas para unirse al equipo de biocontrol (Yao et al., 2023).
	El aislamiento tuvo la forma típica de Trichoderma sp. con formación de anillos concéntricos de color verde en los sitios de esporulación (Súarez-Palacios et. al., 2023). La amplificación del ADN de los primers ITS1 e ITS4 (García-Núñez et al., 2017) fue de 600 pb similares a nuestro estudio observándose bandas bien definidas. El análisis filogenético mostró que éste aislado coincidía con Trichoderma sp. (GenBank acc. no. MN950427), que se agrupó con una identidad del 98,11% con la especie Trichoderma asperellum (número de acceso AY380912) de Indonesia, confirmando así por medios moleculares y bioinformáticos que el aislado corresponde a T. asperellum. En nuestro caso la identidad fue del 99.13% con el acceso (GenBank acc. no MH284962) de Trichoderma sp (Matas-Baca et al. 2022). Éste es el primer reporte de Trichoderma sp. registrado en la provincia de Buenos Aires, Argentina en el año 2022 (Sinavimo 1424).
Conclusiones
El objetivo del presente estudio fue identificar una cepa de Trichoderma aislada en la ciudad de Pergamino, Buenos Aires, Argentina mediante el uso de pruebas morfológicas y moleculares. 
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