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CARACTERIZACION MOLECULAR DE DOCE AISLAMIENTOS
DE Trichoderma spp. MEDIANTE RAPD Y rADN-ITS

Alexander Hernandez! Maria Jiménez*, Asdribal Arcia’, Dilcia Ulacio® y Naileth Méndez*

RESUMEN

La variabilidad genética entre aislamientos del biocontrolador Trichoderma asociados con los diferentes cultivos es un tema de
importancia. Esta investigacion estuvo dirigida a caracterizar, mediante marcadores RAPD y rADN-ITS, diez aislamientos de
Trichoderma spp. y dos cepas comerciales asociados al cultivo del ajo. Los aislamientos fueron obtenidos de esclerocios,
rizésfera, suelo y bulbos afectados por la pudricién blanca (Sclerotium cepivorum). Se analizé la variabilidad genética mediante
técnicas de clasificacion y ordenacidn a partir de los coeficientes de distancia (1-S de Jaccard). Los analisis realizados con RAPD
coincidieron con los realizados con los marcadores ADNr-ITS. Se encontrd que los aislamientos que pertenecen a las especies T.
harzianum, T. koningiopsis, T. atroviride, T. pseudokoninngii y T. longibrachiatum se agruparon en relacion con la diversidad
genética sin una relacion clara en cuanto al origen geogréafico. El rango de distancia genética entre los distintos aislamientos
estuvo entre 0,11y 0,87 en el caso de RAPD, y 0,08 y 0,62 al utilizar los rADN-ITS. Fueron identificados los aislamientos Ar-01,
Ar-02 y Ta-01 que por su clasificacion y ordenacion junto a las cepas comerciales pudieran ser buenos controladores e inductores
de resistencia en plantas de ajo afectadas por la pudricion blanca.
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ABSTRACT

Molecular characterization of 12 isolates of Trichoderma spp. using RAPD and rDNA-ITS

Genetic variability among isolates of the bio-controller Trichoderma associated with different crops is an important topic of study.
The purpose of this research was to characterize ten isolates of Trichoderma spp. and two commercial strains associated to garlic
crop, using RAPD and rDNA-ITS. Isolates were obtained from sclerotia, rhizosphere, soil and bulbs affected by white rot
(Sclerotium cepivorum). Genetic variability was analyzed by classification and management techniques from the Jaccard distance
ratios. Results from RAPD analyses were similar to those conducted by rDNA-ITS markers. It was found that the isolates
belonging to the species T. harzianum, T. koningiopsis, T. atroviride, T. pseudokoninngii and T. longibrachiatum were grouped in
relation to genetic diversity without a clear relationship in terms of geographical origin. The range of genetic distance among the
different isolates was 0.11-0.87 for RAPD, and 0.08-0.62 for rDNA-ITS. The isolates Ar-01, Ar-02 and Ta-01 were classified
along with the commercial strains and could be good controllers and inducers of resistance in garlic plants affected by white rot.
Additional key words: T. harzianum, T. koningiopsis, T. atroviride, T. pseudokoningii, T. longibrachiatum

INTRODUCCION la pudricion blanca del ajo causada por el hongo
Sclerotium cepivorum ya que compite y parasita
Debido a la importancia econémica que posee tanto el micelio como los esclerocios del patdgeno
el biocontrolador Trichoderma y a las maltiples (Coventry et al., 2006; Jiménez et al., 2012).

aplicaciones biotecnoldgicas, resulta fundamental La actividad de Trichoderma ha sido atribuida
conocer su diversidad en Venezuela (Pavone, a un efecto antimicrobiano directo sobre los
2012). En el caso del cultivo del ajo, no se pat6genos, especialmente mediante el

conocen estudios en los que se realice una micoparasitismo y la antibiosis, por competencia
determinacion de la biodiversidad de las especies por espacio y nutrientes, aunque también puede
de Trichoderma asociadas con este cultivo. establecer asociaciones con las raices de las

El biocontrolador ha logrado altas reducciones de plantas (Harman et al., 2004). Dichas asociaciones
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hongo-raiz, estimulan las respuestas de defensa de
las especies vegetales, mecanismo de accion, que
esta relacionado, con su capacidad para sintetizar
e inducir enzimas. Esto Gltimo, proporciona un
nuevo instrumento para entender la respuesta de
dichas plantas y puede ser usado para producir
organismos mucho més eficaces en el biocontrol.
No obstante, estos estudios deben ser precedidos
por una identificacion precisa de los aislamientos.

La variabilidad genética entre aislamientos de
Trichoderma asociados con plantas de ajo
afectadas por S. cepivorum se desconoce; no
obstante, se dispone de herramientas moleculares
apropiadas, como son los marcadores moleculares
RAPD vy las secuencias espaciadoras transcritas
internas 1y 2 (ITS1 e ITS2) del ADN ribosomal
(Pavone, 2012) que pueden ser usados para tal fin.

El objetivo de la presente investigacién fue
identificar y caracterizar mediante técnicas
moleculares aislamientos de Trichoderma spp. y
relacionarlos con cepas comerciales por su
capacidad antagénica a S. cepivorum, induccién
de defensa y origen geografico, para seleccionar

los mas eficientes, capaces de promover multiples
efectos beneficiosos sobre la planta.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron diez aislamientos de
Trichoderma spp. obtenidos a partir de rizdsfera,
suelo, esclerocios de S. cepivorum y bulbos de ajo
provenientes de huertos afectados por la pudricion
blanca. Para ello se empled el método de trampeo
propuesto por Hurtado et al. (2007). Los
esclerocios fueron desinfestados con hipoclorito
de sodio al 10% secados y ubicados directamente
sobre medio agar-agua. Los bulbos “dientes” se
secaron y se ubicaron directamente sobre el
mismo medio. Adicionalmente se emplearon
como testigos comerciales Tricobiol (Agrobica) y
Subiol (Insubiol) ambos identificados como T.
harzianum. La  procedencia, fuente e
identificacion de los aislamientos colectados en
diferentes localidades productoras de ajo de los
estados Lara, Trujillo, Aragua y Tachira se
muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Procedencia e identificacion de los aislamientos de Trichoderma spp. colectados en diferentes

localidades productoras de ajo

Aislamiento Fuente Localidad-Region Identificacion
Tr-01 Rizosfera Carache-Trujillo T. harzianum
Tr-02 Rizosfera Carache-Trujillo T. harzianum
Tr-03 Esclerocios S. cepivorum Carache-Trujillo T. longibrachiatum
La-01 Rizosfera Agua Negra-Lara T. pseudokoninngii
La-04 Bulbos de ajo Agua Negra-Lara T. atroviride
La-06 Esclerocios S. cepivorum Agua Negra-Lara T. koningiopsis
La-07 Suelo Agua Negra-Lara T. koningiopsis
Ar-01 Suelo Colonia Tovar — Aragua T. harzianum
Ar-02 Suelo Cagua — Aragua T. harzianum
Ta-01 Suelo Tachira T. harzianum
Ar-Th Testigo comercial (Trichobiol) - T. harzianum
Po-Th Testigo comercial (Subiol) - T. harzianum

La identificacion de las especies colectadas de
Trichoderma fue realizada segin morfologia
distintiva, de acuerdo con la Subcomision
Internacional para la Taxonomia del género
Trichoderma (Samuels et al., 2011).

La extraccion de ADN se realiz6 macerando
0,4 g de micelio seco en un tubo con 200 pL de
buffer de extraccion (CTAB 2 %) y luego se
completd hasta 600 pL, se agregé 10 pL de
mercaptoetanol  agitando por inversién e
incubando a 65 °C por 30 minutos. La separacion
y limpieza se realiz6 con 800 pL cloroformo-

isoamil-alcohol (24:1), se centrifugd a 12.000 rpm
por 10 minutos y se transfirié el sobrenadante a
otro tubo. La precipitacion se realiz6 con 70 uL de
NaCl 5M y 800 pL de isopropanol frio, incubando
en hielo por 30 minutos. Se centrifugd en iguales
condiciones y se descartd el sobrenadante. Por
Gltimo, se secd el pellet por inversion y se
resuspendié en 60 puL de buffer TE pH 8. La
calidad del ADN se verifico mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 % y se ajusto
la concentracion a 10 ng-uL™* de ADN de cada
muestra para su posterior utilizacion.
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El analisis para la caracterizacién molecular se
realizo en el laboratorio de Biologia Molecular del
Posgrado de Agronomia de la Universidad
Centroccidental “Lisandro Alvarado” (UCLA).

En la reaccion de amplificacion tipo RAPD se
observd una alta reproducibilidad para los
iniciadores OPAQ01, OPA0O4, OPBO01, OPCO1,
OPD06 y OPEOL1; sin embargo, los de mejor
resolucion fueron los iniciadores OPAOL, OPBO1,
OPCO01 y OPEO1. Las reacciones de PCR fueron
realizadas con 0,2 uM de dNTPs, 0,2 uM de cada
cebador, Taq pol 2,5 U y 20 ng de ADN en un
volumen final de 15 mL. La PCR fue ejecutada en
la siguiente forma: 93 °C desnaturalizacion por 60
s, seguida de 45 ciclos de amplificacidn con 92 °C
por 60 s, 36 °C por 60 s, y 72 °C por 60 s. La
extension final fue de 5 min a 72 °C. La
visualizacion de los segmentos amplificados se
realizd por electroforesis en geles de agarosa 2
% vy tincion con bromuro de etidio al 1 %.

La amplificacion del fragmento 1 (ITS1) se
realizé en presencia de los cebadores Itsl e Its2.
Para el fragmento 2, formado por la region 1TS1-
5,8s-1TS2, se utilizaron los cebadores Itsl e Its4,
siguiendo la metodologia de White et al. (1990).
Las reacciones se hicieron con 20 ng de ADN,
buffer10X, 10mM de dNTP’s, 25mM de Mg*z, 15
mM de cada iniciador y 2,5 U Tag pol, para un
volumen final de 30upL. La amplificacion fue
ejecutada con un primer ciclo de 95 °C por 40
seg., seguida de 30 ciclos con 92 °C por 40 seg.,
59 °C por 40 seg. y 72 °C por 40 seg. La extensién
final fue de 10 min a 72 °C y se conservo a 4°C.

Los productos de la amplificacion de cada
aislamiento fueron digeridos con las enzimas Hinf
I, Haelll, Hpall y Mspl; en donde 4 pL del
producto de PCR fue mezclado con 1,5 pL de
tampodn, 8,5 pL de agua destilada 'y 1 pL de cada
enzima; se dej6é incubar a 37 °C por 2 horas.
Posteriormente, la visualizacion del producto de la
digestion se realiz6 mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida al 10 % y tincién con
nitrato de plata al 0,2 %.

Para el andlisis de los datos se registraron los
productos de amplificacion o  digestion
polimorficos, segln el caso, en matrices binarias
de datos, asignando (0) para ausencia y (1) para
presencia de bandas. Se construyeron matrices de
distancia (1-S de Jaccard) y con éstas, los analisis
de agrupamiento UPGMA con su respectivo
dendrograma. Asi mismo, se aplicé el analisis de

coordenadas principales (ACP) y el de procrustes
generalizado (APG). Ambos tipos de analisis
permitieron visualizar las relaciones genéticas
entre los aislamientos evaluados. Todos los
analisis fueron realizados usando el programa
InfoGen (Balzarini et al., 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los 4 iniciadores RAPD generaron 80 bandas
amplificables y reproducibles (Cuadro 2). Los
iniciadores OPC-01 y OPE-01 generaron el mayor
namero de bandas polimérficas, 23 y 26,
respectivamente. El contenido de informacion
polimoérfica (PIC) de los iniciadores fue similar
con valores entre 0,26 y 0,28.

Cuadro 2: Numeros y tipos de alelos detectados
por los iniciadores de RAPD utilizados para

la caracterizacion molecular de los 12

aislamientos de Trichoderma ssp.
Iniciador BP BM BT PIC SD
OPAO1 15 0 15 0,28 0,02
OPB01 16 0 16 0,26 0,02
OPCO1 23 0 23 0,28 0,02
OPEO1 26 0 26 0,26 0,02
Total 80 0 80

BP= Bandas polimorficas, BM= Bandas monomérficas,
BT= Bandas totales, PIC= Contenido de informacion
polimérfica y SD= Desviacion estandar.

El andlisis de agrupamiento con los datos de
RAPD mostr6 variabilidad inter e intraespecifica
entre los aislamientos examinados (Figura 1),
formandose cuatro grupos. El primer grupo,
incluye al aislamiento Tr-03 de la especie T.
longibrachiatum, el cual se ubic6é separadamente
del resto de los aislamientos a una distancia de
0,83 indicando que sélo comparte un 17% del
reservorio genético. Un segundo grupo incluyd a
dos aislados de Trujillo (Tr-02 y Tr-01),
identificados como T. harzianum y otro de Lara
(La-04) de la especie T. atrovide. Este grupo
estuvo ubicado 0,70 de distancia, compartiendo un
30 % de las caracteristicas con el resto de la
poblacién. El tercer grupo conglomeréd a las
especies T. koningiopsis y T. pseudokonigii, todas
provenientes de Lara. Este grupo se separé 0,65
del resto de los aislamientos. El cuarto grupo
estuvo formado por aislamientos de T. harzianum
de distintos origenes geograficos. Es el grupo
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menos disperso que muestra un rango de distancia
de 0,11 a 0,44 y agrupa a las cepas comerciales
con dos cepas nativas de Aragua y otra de Tachira.
Las cepas Ar-01ly Ar-02 son las mas similares y
tienen en comun un 89 % de los alelos explorados
con los marcadores utilizados.
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Figura 1. Dendrograma obtenido mediante
algoritmo de UPGMA de los coeficientes de
distancia (1-S de Jaccard) con datos de RAPDs
en 12 aislados de Trichoderma spp.

Cor.Cof.=0,93

El andlisis de coordenadas (Figura 2), permitié
identificar dos ejes principales que explican el
53,1 % de la variacion total. Ubico en el espacio a
las distintas especies de Trichoderma, permitiendo
observar la diversidad genética intra e
interespecifica. Este analisis se corresponde con el
de clasificacion mostrada en el dendrograma de la
Figura 1. Los aislados de T. harzianum Ta-01, Ar-
01 y Ar-02 se ubican con los dos biocontroladores
comerciales en el cuadrante negativo del CP1 y
son el grupo menos disperso. La especie T.
longibrachiatum se ubico alejada en el cuadrante
positivo del CP1; mientras que T. atroviride se
ubica en el cuadrante negativo del mismo eje,
relacionandose con dos aislados de T. harzianum
provenientes del estado Tachira. Al centro de los
cuadrantes se ubicaron T. pseudokoninngii y T.
koningiopsis, especies relacionadas entre si e
intermedias en distancia con el resto de las
analizadas.

Al comparar la caracterizacién molecular de
los aislamientos relacionados con S. cepivorum
junto con los testigos comerciales utilizados como
biocontroladores e inductores de resistencia a la
pudricion blanca, se podria esperar que los
aislamientos Ta-01, Ar-01 y Ar-02 tengan un
comportamiento similar a los comerciales, por la

poca distancia genética que los separa. En general,
al utilizar los marcadores RAPD se encontr6 una
relacion entre el agrupamiento de los aislamientos
con la procedencia de cada uno de ellos, y se
demostro la variabilidad existente entre los
mismos, observandose que es una técnica
confiable para la caracterizacion de aislamientos
de Trichoderma spp. Estos resultados concuerdan
con los sefialados por Latha y Mukherjee (2002),
quienes sefialaron que los marcadores RAPD
revelaron gran variabilidad inter e intraespecifica
entre las cepas de Trichoderma examinadas. De
igual manera, Goes et al. (2002) sefialaron que el
uso de RAPD permiti6 demostrar variabilidad
entre los aislamientos de Trichoderma.
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Figura 2. Representacion grafica del analisis de
coordenadas principales obtenido de la
evaluacion de los 12 aislados de Trichoderma
spp. utilizando los coeficientes de distancia (1-
S de Jaccard) con datos de RAPDs.

El producto de amplificacion del fragmento 1
(ITS1) fue de ~ 400 pby el fragmento 2 (ITS1-
5,8s-1TS2) ~ 500 pb. Los patrones de bandas de la
restriccion de estos productos generados por las
enzimas Hinfl, Haelll, Hpall y Mspl reflejaron
polimorfismo para los aislamientos de
Trichoderma spp, que permitieron el analisis de
la diversidad genética.

Las digestiones de los productos ITS generaron
un total de 84 bandas (Cuadro 3), de las cuales 8
fueron monomérficas. El fragmento 2 fue mas
variable y origind 55 bandas. La enzima Haelll
origind mayor cantidad de bandas, 11 en el
fragmento 1 y 23 en el fragmento 2, para un total
de 34. Por el contrario la Hpall apenas origin6 15
bandas, 4 en el fragmento 1y 11 enel 2.



Hernandez et al.

171

Caracterizacion molecular mediante RAPD y rADN-ITS

Cuadro 3. Numeros y tipos de alelos detectados
por los marcadores de rADN-ITS utilizados
para la caracterizacion molecular de los 12
aislamientos de Trichoderma spp.

Marcador BP BM BT PIC D.E
F1Hinfl 6 1 7 0,14 0,01
F1Haelll 10 1 11 0,33 0,02
F1Hpall 4 0 4 026 0,02
F1Mpsl 7 0 7 0,27 0,02
Fragmentol 27 2 29

F2Hinfl 11 1 12 0,24 0,02
F2Haelll 19 4 23 025 0,02
F2Hpall 11 0 11 0,23 0,01
F2Mspl 8 1 9 028 0,01
Fragmento 2 49 6 55

Total 76 8 84

BP= Bandas polimérficas, BM= Bandas monomorficas,
BT= Bandas totales, PIC= Contenido de informacion
polimérfica y D.E.= Desviacion estandar

En la Figura 3 se aprecia el dendrograma que
muestra la variabilidad genética intra e
interespecifica entre los aislamientos de
Trichoderma ssp. con datos de la digestion del
rADN-ITS. Se pone de manifiesto la variacion
observada entre los aislamientos que van desde
distancias de 0,11 a 0,62. En general esta
clasificacion coincidié con la realizada con los
datos de RAPD al agrupar por especie y
procedencia geogréafica. Se originaron tres grupos
principales claramente definidos. El primero
incluyé un aislamiento de T. longibrachiatum
proveniente del estado Trujillo (Tr-03) muy
distante del resto de las especies (0,62) con las
cuales comparte por lo menos un 38% del
reservorio de alelos detectados con los marcadores
rADN-ITS. El segundo grupo estuvo conformado
por dos aislados de T. harzianum, provenientes del
estado Téchira (Tr-02 y Tr-01) y uno de T.
atroviride, (La-04), ubicado a 0,31 de distancia. El
Gltimo grupo incluyé a los biocontroladores
comerciales y tres aislamientos nativos (Ar-01,
Ar-02 y Ta-01) de la especie T. harzianum.
También estan en este grupo las especies T.
koningiopsis y T. pseudokoninguii, provenientes
del estado Lara. Es el grupo més variable con
aislados que estan 0,08 a 0,40 de distancia.
Basado en la poca distancia genética de los
aislamientos de este grupo con los comerciales y
porque comparten una alta proporcion del
reservorio de genes, se pudiera sugerir que
también sean buenos biocontroladores.
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Figura 3. Dendrograma obtenido del algoritmo de
UPGMA de los coeficientes de distancia (1-S
de Jaccard) con datos de la digestion del
rADN-ITS en 12 aislados de Trichoderma spp.

La Figura 4 corresponde a la representacion
gréfica del analisis de coordenadas principales de
los datos de rADN-ITS, el cual explica el 59,1%
de la variacion. Se puede apreciar que este analisis
de ordenacion coincide con la clasificacion
presentada para este mismo marcador en el
dendrograma.

La combinacion de las dos coordenadas
formadas permite ubicar espacialmente los grupos
de aislamientos para evaluar el grado de
dispersién y distanciamiento entre ellos segin su
afinidad genética detectada con este tipo de
marcador.
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Figura 4. Representacion del analisis de

coordenadas principales al evaluar los 12
aislamientos de Trichoderma spp. con datos de la
digestion del rADN-ITS
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El componente CP1 ubica en el cuadrante
negativo a la mayoria de los aislados de T.
harzianum, incluyendo los biocontroladores
comerciales, junto con T. pseudokoninguii. En el
cuadrante positivo a las especies T. atroviride, T.
longibrachiatum y T. koningiopsis. También estan
ubicados en este cuadrante positivo de la CP1 dos
aislados de Trujillo que fueron identificadas
como T. harzianum (Tr-01 y Tr-02). El
componente CP2, que sélo explica el 24,6 % de la
variacion, separa a la especie T. atroviride junto
con los aislados Tr-01 y Tr-02 de T. harzianum
del resto de los aislamientos que se ubican en el
cuadrante positivo de este componente.

En el Cuadro 4 se muestran los resultados del
analisis de procrustes generalizado (APG) y se
confirma la posicion de los aislamientos dentro de
los grupos en los andlisis de ordenacién por
rADN-ITS y RAPD. Se observan valores de
proporcion en relacion al consenso por encima del
0,90. La suma de cuadrados por grupos de datos
fue similar y al relacionarlos con el consenso se
observan valores de proporcién de 0,96, indicando
gue hay una discrepancia entre los dos analisis de
4 %, confirmando que estas técnicas son validas
para la caracterizacion molecular de aislamientos
de Trichoderma.

En la Figura 5 se muestra la configuracion de
consenso del APG desde la matriz de datos rADN-
ITS y RAPD. Este analisis explica en sus dos
primeros componentes mas del 45 % de la
variacion observada y confirma la ubicacion de
los aislamientos en los grupos ya analizados.

Los resultados indican que las especies de
Trichoderma asociadas con esclerocios de S.
cepivorum, rizésfera, suelo y bulbos de plantas de
ajo afectadas por la pudricién blanca, son hongos
antagonistas que se encuentran de forma natural
en la microbiota de areas cultivadas y se confirma
el hecho de que los aislados de Trichoderma spp.
tienen una amplia diversidad genética dentro y
entre las regiones productoras de ajo del pais.

La informacién permiti6 la caracterizacion
molecular de los aislamientos relacionados con S.
cepivorum y su posible uso como inductores de
resistencia a la pudricion blanca. Se encontré una
relacién entre el agrupamiento de los aislamientos,
segln los datos moleculares, con las especies a la
cual pertenecen cada uno de ellos, y se demostrd
la variabilidad existente entre los mismos,
observandose que el uso de los marcadores

RAPDs constituye una técnica confiable para la
identificacion de Trichoderma spp.

Cuadro 4. Anélisis de varianza del Procrustes
Generalizado (APG) desde la matriz de datos
rADN-ITS y RAPD en 12 aislamientos de
Trichoderma ssp.

Sumas de cuadrados por caso

Aislamiento Consenso Residuo Total Proporcion
de consenso
Tr-01 0,191 0,002 0,193 0,987
Tr-02 0,174 0,005 0,179 0,974
Tr-03 0,308 0,003 0,311 0,989
La-01 0,156 0,012 0,168 0,929
La-04 0,174 0,005 0,178 0,975
La-06 0,181 0,004 0,185 0,979
La-07 0,138 0,007 0,145 0,952
Ar-01 0,090 0,008 0,099 0,915
Ar-02 0,103 0,004 0,107 0,960
ArTh 0,115 0,001 0,117 0,988
PoTh 0,147 0,010 0,157 0,935
Ta-01 0,153 0,007 0,161 0,955
Total 1,931 0,069 2,000 0,965

Sumas de cuadrados por grupo
ADNr-ITS 0,960 0,034 1,000 0,960
RAPD 0,965 0,035 1,000 0,965
Total 1,931 0,069 2,000 0,965

El andlisis del patron de bandas de los
fragmentos rADN-ITS también mostrd ser eficaz
en la resolucién del perfil taxonémico del género.
Ambos marcadores revelaron gran variabilidad
inter e intraespecifica entre las cepas de
Trichoderma examinadas. No se observé una clara
relacion entre el polimorfismo y la procedencia
geografica. En el presente estudio no se compard
la variabilidad genética entre los aislamientos y la
fuente de in6culo, pero se observo en el caso de
RAPD que los del grupo 4 fueron aislados todos
de suelo, y pertenecen a T. harzianum, mientras
que los de los otros grupos fueron aislados a partir
de rizésfera, bulbo y esclerocios.

La ubicacién taxondmica de las cepas en
estudio es importante ya que representa el punto
de partida que permitirda un mejor disefio de
experimentos y evaluar su actividad bioldgica
bajo diferentes condiciones de crecimiento,
determinar los mecanismos de accion que
desarrollan y la interaccion que establecen con la
planta. Esta informacién en conjunto facilitara la
identificacion de los organismos que pueden
seleccionarse  como antagonistas patdgenos e
inductores de resistencia en las plantas.



Hernandez et al.

173

Caracterizacion molecular mediante RAPD y rADN-ITS

&
i
g

&

G
=3
=%
&
e
G
=3
i
&

CP 1{28.1%;

Figura 5. Configuracion de consenso del andlisis
de procrustes generalizado (APG) desde la
matriz de datos rADN-ITS y RAPD en 12
aislamientos de Trichoderma ssp. Tr-01=T.
harzianum, Tr-02=T. harzianum, Tr-03=T.
longibrachiatum, La-01=T. pseudokoninngii,
La-04=T. atroviride, La-06=T. koningiopsis,
La-07=T. koningiopsis, Ar-01=T. harzianum,
Ar-02=T. harzianum, Ta-01=T. harzianum, Ar-
Th = (Trichobiol) y Po-Th=(Subiol)

Individuos pertenecientes a especies como T.
atroviride y T. harzianum aparecen relacionados;
a pesar que pertenecen a distintas especies fueron
aislados de una misma regién geogréfica y bajo
condiciones climaticas similares (La-04, Tr-01 y
Tr-02). Dicha discrepancia puede representar un
ejemplo, de como un aislado, puede desarrollar
propiedades de otro grupo, quizas a través de la
seleccion impuesta por el ambiente o condiciones
ecologicas particulares (Lieckfeldt y Seifert,
2000).

El hecho de que aislamientos de distintas zonas
geograficas como Aragua, Portuguesa, Tachira y
Trujillo sean identificados como variantes de T.
harzianum pone en evidencia el flujo de genes por
la actividad agricola al incorporar
biocontroladores en las aéreas cultivadas, al

traslado de bulbos de una zona a otra y la
seleccion por las condiciones ambientales.

Dentro del género Trichoderma spp. existe una
gran diversidad intraespecifica (Bissett, 1991) y
ésta viene establecida por las diferencias entre las
distintas circunstancias donde se desarrollaron los
aislados, contrastes entre las &reas geograficas
donde se encuentran y las fuentes de indculo
muestreadas, caracteristicas propias de cada
individuo y la forma como se reproducen (Kredics
et al.,2003, 2006; Siddiquee et al., 2007).

En el presente estudio se evidencio, al integrar
los atributos moleculares con los criterios
morfoldgicos que se usaron para la identificacion
de especies, la existencia de grupos dentro de T.
harzianum, que pueden estar relacionados con
diferentes niveles de actividad biol6gica. Ademas,

apoyan la existencia de especies con
caracteristicas morfologicas y  moleculares
similares.

El analisis molecular de Trichoderma spp.
corrobor6 que los atributos genéticos, pueden ser
utilizados para ubicar los aislados en grupos o
relacionarlos por areas geograficas similares pero
si lo que se persigue es la seleccibn como
inductores de resistencia 0 agentes de control
bioldgico, deben realizarse pruebas bioquimicas y
fisioldgicas para determinar si tal diversidad, esta
relacionada con mecanismos de accion y
posteriormente compararlos con los respectivos
patrones moleculares.

CONCLUSIONES

La informacién generada en este estudio
permitio la caracterizacion molecular de los
aislamientos de Trichoderma spp. relacionados
con S. cepivorum y su posible uso como
biocontroladores a la pudricion blanca del ajo. Se
encontrd relacion del agrupamiento, segun los datos
moleculares con las especies a la cual pertenecen
cada uno de ellos, y se demostré la variabilidad
genética existente entre los aislamientos. Se
comprueba que los marcadores RAPDs y rADN-
ITS son técnicas confiables para la caracterizacion
e identificacion de Trichoderma ssp.
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