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Taxonomia polifasica y variabilidad en el género Trichoderma
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RESUMEN: El objetivo del trabajo fue resumir aspectos tedricos vitales para la identificacion de especies y
aislados de Trichoderma, asi como algunos elementos a tener en cuenta para el estudio de la variabilidad inter e
intraespecifica del género. En la actualidad, atn se utilizan aspectos morfoldgicos para la ubicacion taxonémica
de las especies, pero estos resultan insuficientes y se recurre al uso de otras técnicas como son los estudios
fisiologicos, de compatibilidad vegetativa y de herramientas moleculares, los cuales contribuyen a la identificacion
especifica y certera. En los estudios de variabilidad se indica tener en cuenta aspectos fisioldgicos y ecoldgicos,
incluyendo los modos de accidn de este agente de control bioldgico, asi como la variabilidad a nivel de ADN.
Ambos temas tributan directamente al conocimiento necesario para realizar una adecuada seleccion de las
cepas que resulten promisorias, su proteccion como ingrediente activo de productos comerciales, monitoreo,
registro y comercializacion.
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Polyphasic taxonomy and variability in the genus Trichoderma

ABSTRACT: The objective was to summarize essential theoretical aspects for the identification of
Trichoderma species and isolates, as well as some aspects to be considered for studying the inter and
intraspecific variability in the genus. Although the morphological aspects are currently used for the taxonomic
status of the species, they are insufficient. Thus, the use of molecular techniques and other vegetative
compatibility and physiological studies are important. Such techniques contribute to a specific and accurate
identification. Physiological and ecological aspects, including the modes of action of this biological control agent,
and the variability at the DNA level as well, must be considered in studies of variability. Both issues point
directly at the necessary knowledge for the appropriate selection of promising strains, their protection as active
ingredient of commercial products, monitoring, register, and marketing.

Key words: morphology, vegetative compatibility, molecular identification.

INTRODUCCION

Los hongos pertenecientes al género Trichoderma
son saprofitos de crecimiento muy rapido (1). Las es-
pecies se encuentran ampliamente distribuidas por
todas las latitudes y se presentan naturalmente en di-
ferentes ambientes, especialmente en aquellos que
contienen materia organica o desechos vegetales en

descomposicién. Son reconocidos a nivel mundial como
excelentes agentes de control biolégico, debido a dife-
rentes modos de accién, elementos esenciales para
la seleccion eficaz de cepas promisorias para un con-
trol mas eficiente y duradero (2, 3, 4).

El género Trichoderma se describi6 por Persoon en
1794 (5). Posteriormente, Rifai en 1969 (6) lo reviso y
propuso nueve especies agregadas: Trichoderma
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piluliferum Webster & Rifai, Trichoderma polysporum
(Link ex Pers) Rifai, Trichoderma hamatum (Bon) Bain,
Trichoderma koningii Rifai, Trichoderma aureoviride
Rifai, Trichoderma harzianum Rifai, Trichoderma
longibrachiatum Rifai, Trichoderma pseudokoningii Rifai
y Trichoderma viride Pers ex S. F Gray. Estas espe-
cies se identificaron teniendo en cuenta diferencias
morfoldgicas y fisioldgicas; sin embargo, con la taxo-
nomia establecida sobre caracteres morfolégicos no
se diferencian satisfactoriamente las especies en el
género.

En la actualidad se utilizan herramientas
moleculares para la identificacion y clasificacion de
los organismos. La Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) especifica
de las regiones ITS1 e ITS2y del factor de elongacion,
asi como la secuenciacion de estas para su compara-
cién con las secuencias depositadas en GenBank
TrichoBlast y en otras bases de datos, facilitan la iden-
tificacion del aislamiento.

A partir de esos nuevos conocimientos se ratifica-
ron especies y se determinaron también otras nuevas,
teniendo en cuenta la variacion intra e interespecifica
notificada para especies del género Trichodermaen el
GenBank. Esto se evidencié por Lieckfeldtet al. (7) en
su estudio sobre T. viride, una de las primeras espe-
cies caracterizada e identificada Unicamente por la ru-
gosidad de la pared del conidio que presenta dos
tipos morfolégicamente distintos (I y 1), ya que cada
uno de esos tipos posee un disefio de ADN mitocondrial
diferencial. Posteriores estudios moleculares,
morfolégicos y fisiolégicos designaron al tipo | como el
«verdadero» T. viride, anamorfo de Hypocrea rufa (Pers.:
Fr.) y al Il como una nueva especie, Trichoderma
asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg, la cual,
en términos moleculares, se considera cercana al
neotipo de T. hamatum. Consecuentemente, el taxa
en Trichoderma incrementd de nueve a mas de 100
especies en afos recientes (8).

Las bondades que presentan las cepas del antago-
nista Trichoderma hicieron posible la elaboracion de
productos bioldgicos con caracteristicas amigables con
el ambiente. Pero el éxito de estas cepas como pro-
ductos esta amparado por una precisa seleccion de
cepas, la cual debe partir de una certera identificacion.

La correcta identificacion, a través de la conjuncion
de diferentes técnicas, se conoce como identificacion
polifasica y se impone teniendo en cuenta las comple-
jidades del género antes mencionadas. Este aspecto
es vital para el registro de un producto cuyo ingredien-
te activo es Trichoderma, ademas de la importancia
que reviste para la autenticacion y proteccion del mis-

mo, asi como su monitoreo una vez liberado en cam-
po. De igual forma, es preciso el conocimiento de la
variabilidad entre los aislamientos de una coleccion o,
incluso, entre especies del género, a fin de hacer una
correcta seleccion de las cepas mas promisorias se-
gun los aspectos fisiolégicos, ecoldgicos, modos de
accion y la misma variabilidad molecular.

Teniendo en cuenta estos aspectos el objetivo de
este trabajo fue realizar una revisién actualizada sobre
la identificacion de aislados del género Trichodermaa
partir de las diferentes técnicas disponibles para esto.

PARTE GENERAL

Trichoderma. Aspectos generales

El género Trichoderma se presenta naturalmente
en diferentes habitats, aparece distribuido por todas
las latitudes desde zonas polares a ecuatoriales. Se
caracteriza por ser saprofito, sobrevive en suelos con
diferentes cantidades de materia organica debido a su
gran capacidad de descomponerla. En determinadas
condiciones, puede ser anaerobio facultativo. Estos
atributos le permiten tener una mayor plasticidad
ecoldgica (9). Tal capacidad de adaptacion a diversas
condiciones ambientales y sustratos le confiere a este
género la posibilidad de ser utilizado en la industria
biotecnolégica (10,11).

Su amplia distribucién y su plasticidad ecolégica
se encuentran estrechamente relacionadas con la alta
capacidad enzimatica que posee para degradar
sustratos, un metabolismo versatil y resistencia a
inhibidores microbianos (9). Conocer cuales, en qué
momento y bajo qué condiciones se favorece la expre-
sién de estas enzimas, permite, ademas de la selec-
cion de cepas, orientar la forma de produccion y apli-
cacioén de las mismas (12).

Identificacion de aislados del género Trichoderma
- Taxonomia

La Taxonomia de este género es complicada. En
1794, Persoon describio el género Trichodermay aun
en la actualidad se continda profundizando en este
aspecto. Segun Villegas (1), el género Trichoderma se
ubica en la clase Hyphomycetes, orden Moniliales,
familia: Moniliaceae.

Su fase sexual (estado Teleomorfo) se encuentra
ubicado en la clase Ascomycetes, serie
Pyrenomycetes, orden Hypocreales, género Hypocrea
(1,13, 14). Las especies del género Trichoderma son
un grupo de derivados clonales de Hypocrea que han
perdido la capacidad de completar un ciclo sexual (15).
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Segun Samuels (14), Trichoderma se clasifica como
un hongo anamoérfico. El estado teleomorfo se ha de-
tectado en pocas especies. En este sentido se han
identificado: Hypocrea lixii Chaverri como el estado
teleomorfo de Trichoderma harzianum Rifai, Hypocrea
atroviridis Dodd como el teleomorfo de Trichoderma
atroviride P.karst (Bissett) e Hypocrea virens Kullnig-
Gradinger como el teleomorfo de Trichoderma virens
(Miller, Giddens & Foster) Arx (16, 17, 18). Las espe-
cies antes mencionadas se utilizan ampliamente como
agentes de control biolégico (19).

Especies

De las cuatro especies originalmente descritas por
Persoon, solo se conserva Trichoderma viride Pers.:
Fr., lo cual evidencia la dificultad en la identificacion en
este género. En trabajos posteriores, Rifai (5) determi-
nd nueve especies agregadas sobre la base de los
caracteres morfoldgicos, asi como el tipo de ramifica-
cion del conidioforo y forma, y tamafio de los conidios,
entidades morfolégicamente muy dificiles de separar a
nivel de especie (5). Este autor, ademas, sefialé que
T. hamatum podia incluir dos 0 mas especies
morfolégicamente distintas. Todas estas especies han
estado en constante variacion, por lo que sus cualida-
des no se han definido con exactitud. A pesar de que
la clasificacion propuesta por Rifai sigue en uso, solo
se acepta parcialmente.

Posteriormente, Bissett (20, 21, 22, 23) reexaminé
los criterios de Rifai y definié cinco secciones:
Trichoderma, Longibrachiatum, Saturnisporum,
Pachybasium e Hypocreanum. Estas divisiones se rea-
lizaron, fundamentalmente, con el empleo de la taxo-
nomia tradicional, segun el tipo de ramificacion del
conidiéforo, la forma del conidio, crecimiento y colora-
cion de la colonia, entre otras.

Samuels et al. (24) realizaron otras investigaciones
dentro del complejo Trichoderma, seccion
Longibrachiatum, las cuales permitieron un avance
importante en el conocimiento de la taxonomia del
género y en la comprension de algunas especies no
abordadas con anterioridad por Rifai en 1969 y Bissett
en 1984.

Para depurar ambigliedades taxondmicas que aun
persisten, se propusieron claves adicionales que con-
dujeron a la redefinicion de la especie T. harzianumy de
su neotipo (25) y la neotipificaciéon de T. koningii (26).

En la actualidad, la taxonomia basada en caracte-
res morfoldgicos no permite una identificacion adecua-
da de las especies del género. Es por ello que la intro-
duccién de técnicas moleculares tiene una funcién
decisiva en la identificacion y clasificacion de las es-
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pecies de Trichoderma. El uso de estas herramientas
por Samuels et al. en 1999 (27) trajo como conse-
cuencia la nueva caracterizacion de T. viride y la des-
cripcién de Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt
& Nirenberg y, en 2010, de Trichoderma asperelloides
Samuels como nueva especie (28).

Las técnicas moleculares mostraron su gran po-
tencial en estudios a nivel inter especifico y, combina-
das con criterios morfolégicos, condujeron a la
reubicacién de algunas especies (7), la definicion de
otras nuevas (27) y/o conectar fases anamorfas con
su teleomorfo (15).

Debido a la importancia del género y la compleji-
dad para su identificacion hasta nivel de especie, asi
como los resultados obtenidos de forma individual por
diferentes autores, se evidencia la necesidad de abor-
dar la taxonomia con un enfoque mas amplio, teniendo
en cuenta los aspectos morfoldgicos, fisiolégicos, com-
patibilidad vegetativa y moleculares.

- Morfologia

Las colonias de los aislamientos de Trichoderma
presentan rapido crecimiento. En 1969 Rifai sefial6 que
poseen color blanco y se tornan verde oscuro con abun-
dante esporulacion. En general, en medio Papa Dex-
trosa Agar (PDA) este hongo no presenta micelio aé-
reo y su pigmentacion puede variar desde verde oscu-
ro hasta verde claro y, en ocasiones, tornarse amari-
llento. Algunos aislamientos tienen olor tipico a coco
(29, 30). Durante su desarrollo y crecimiento producen
hifas de 5-10um de ancho (31) que conforman el micelio
septado, con paredes compuestas por quitina y
glucano.

Los conidiéforos de Trichoderma tienen aspecto
cénico cuando se observan al microscopio. Producen
gran cantidad de conidios asexuales unicelulares de
color verde o hialinos, lisos o con paredes muy poco
asperas, subglobosos, cilindricos, oblongos, con dia-
metro promedio de 3 a 5 um. Estos se forman a partir
de células conidiégenas y fialides (singulares o en gru-
pos), que se ubican en los extremos de los
conidioforos, los cuales son hialinos muy ramificados
y no verticilados. Ademas, este hongo puede producir
clamidosporas (unicelulares), globosas en sustratos
naturales, las que pueden ser intercalares y, en oca-
siones, terminales en los extremos de las hifas, de
tono verde y menores de 15 ym de diametro. Estas
esporas pueden perdurar a través del tiempo, por ello
son consideradas estructuras de sobrevivencia (32, 33).

Para la identificacién morfolégica de las especies
se tuvo en cuenta, principalmente, la clave de Rifai (6).
Se emplea la caracterizacion cultural y el crecimiento
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de las colonias sobre diferentes medios de cultivo (Agar
Extracto Malta, PDA, Cornmeal Agar), la morfometria
del conidiéforo, fidlides, conidios, clamidosporas, en-
tre otros caracteres obtenidos a partir de colonias del
hongo en estos medios. Mas recientemente, otros au-
tores (14, 34) disefaron claves taxonémicas para la
identificacion de otras especies.

A pesar de las inexactitudes que puedan tener las
claves taxonémicas, estas representan la base prima-
ria de identificacion y el punto de partida para la identi-
ficacion molecular.

- Compatibilidad vegetativa

La compatibilidad e incompatibilidad somatica o
vegetativa, es frecuente en hongos filamentosos. De
manera general, los mecanismos que la rigen permi-
ten o evitan la coexistencia de nucleos genéticamente
diferentes dentro de un citoplasma comun (35).

El control genético de la incompatibilidad se estu-
dié en Ascomycetes, y la definen diferencias en uno o
mas loci het (heterocarion). La existencia de numero-
sos loci het se dedujo a partir del gran nimero de gru-
pos de compatibilidad presentes en hongos como:
Neurospora crassa (Shear & B.O. Dodge), Podospora
anserina (Rabenh.), Aspergillus nidulans (G Winter) y
otros (35). Por ejemplo, en N. crassa la compatibilidad
del heterocarién es conferida por al menos 11 loci dis-
tribuidos en 5 de los 7 grupos de ligamiento. Esto sig-
nifica que para que dos aislados de esta especie sean
compatibles vegetativamente, los alelos de todos los
loci deben ser idénticos. De ahi que la incompatibili-
dad se manifiesta como una falla de fusion entre las
hifas o mas frecuentemente como inviabilidad del pro-
ducto de la fusién, lo cual se identifica por la
vacuolacion, disolucién de nucleos y generacion de
pigmentos, lo que se describié como barrera de reac-
cion (36).

Los aislamientos agrupados, de acuerdo a los patro-
nes de compatibilidad micelial, muestran patrones
genéticos similares. Por ello, la técnica se considera
como una herramienta alternativa, simple, econémica'y
rapida para inferir similitudes entre individuos (36).

Estos grupos de compatibilidad vegetativa se consi-
deran como una herramienta muy Util para estudiar diver-
sidad y dinamica poblacional (37); ademas representan
unindicador de la estrategia reproductiva, y posiblemen-
te de la estructura genética de la poblacion (36).

Son varios los trabajos realizados para determinar
grupos de compatibilidad en Trichoderma, teniendo en
cuenta que las células vegetativas pueden llegar a po-
seer mas de 100 nucleos (24). Segun Stasz et al. (38),
se caracterizaron varias progenies (fusién de

protoplastos) de T. harzianum, T. hamatum, T. koningii
y T. viride. Varios autores describieron, dentro del gé-
nero Trichoderma, la formacién de heterocarion entre
varias especies por medio de la anastomosis hifal, fu-
sion de protoplastos o las transferencias nucleares (39).

- ldentificacién Molecular

La identificacién de las especies del género
Trichoderma resulté ambigua mediante la caracteriza-
cion morfoldgica con el uso de claves tradicionales.
Por estas razones se introdujeron técnicas moleculares
que apoyaron y facilitaron la caracterizacion e identifi-
cacion de las especies del género con mayor preci-
sion. No obstante, es posible que la ambigiedad en la
identificacion morfoldgica sea una de las causas por lo
que existan secuencias en las bases de datos del
GenBank que no se correspondan con las especies
nominadas, lo que exige una revision de las mismas.

Dentro de las herramientas moleculares mas usa-
das para la identificacion se incluyen: cariotipos
electroforéticos y la secuenciacién de las regiones ITS1
e ITS2 del ADN ribosomal (ADNr) y del Factor de
Elongacion.

Estas técnicas, ademas de resolver problemas
taxondmicos, proporcionaron marcadores especificos
de cepas que permiten evaluar la estabilidad genética a
través de diferentes generaciones sucesivas de propa-
gacion y el monitoreo de la supervivencia y destino am-
biental, después de su liberacion en campo (40, 41).

Actualmente, las secuencias de las especies de
Trichoderma identificadas por métodos moleculares,
referidas en el sitio www.isth.info de la International
Commission on the Taxonomy of Fungi subcommision
on Trichoderma and Hypocrea (42, 43, 44), estan de-
positadas en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/
Browser/wwwtax.cqgi?id=29859.

Espaciador interno del transcrito (ITS) de la re-
gién del ADN ribosomal

Las regiones del ADN de mayor interés, tanto en
estudios de filogenia como en taxonomia de hongos,
son las que codifican para el ARN ribosémico (45) que
se encuentran en mitocondrias, cloroplastos y el nu-
cleo. Este ADNr contiene la informacion para la sinte-
sis del ARN que conforma los ribosomas, por lo que se
transcribe y no se traduce (46). Este tipo de ADN esta
presente en mas de 90 copias por genoma, puede ser
amplificado facilmente y contiene regiones que no co-
difican para proteinas (47).

Laregion del ADNr esta conformada por el gen 18S
(SSU), el espaciador intergénico ITS1, elgen 5.8S, el
espaciador ITS2 y el gen 28S (LSU). Los genes 18S,
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5.8S y 28S estan relativamente conservados en los
hongos y proporcionan una base molecular para inves-
tigar relaciones filogenéticas a diferentes niveles. No
obstante, sus pequenos tamafios limitan su utilidad
en comparaciones filogenéticas. Los espaciadores ITS,
cuya funcion es desconocida (48), son mucho mas
variables porque sus transcriptos se cortan desde el
ARNTr y no llegan a formar parte del ribosoma (49, 50,
51). A partir de estas regiones se disefiaron cebadores
universales, los cuales permiten realizar estudios evo-
lutivos a nivel de género y familia (52).

Samuels etal. (27, 29) y Lieckfeldt et al. (7) fueron
los primeros que amplificaron las regiones del ITS1-
ITS2, incluyendo la region del ADNr 5.8S de la especie
de T. viride. Kuhls et al. (53) lograron definir la sec.
Longibrachiatum como un grupo monofilético por la
secuenciacion de las regiones ITS1 e ITS2, mientras
que las secciones Pachybasium y Trichoderma que-
daron definidas como grupos polifiléticos. Por lo infor-
mativo y la facil amplificacion, la region ITS del ADNr
ha sido utilizada en numerosos estudios y, en conse-
cuencia, ha permitido evaluar con mayor detalle la ac-
tual taxonomia de Trichoderma.

Lieckfeldt y Seifert (54) plantearon que el uso de
este marcador fue desacreditado por la presencia de
copias paralogas de los ITS de otros géneros de hon-
gos relacionados con las plantas. A pesar que en la
mayoria de las especies de Trichoderma / Hypocrea
se encontro prueba de ello y, aunque los ITS propor-
cionan una pobre resolucion filogenética en algunos
clados, particularmente de la seccién Pachybasium B
(55), este marcador continta usandose en la actuali-
dad (14, 17, 18, 28, 33, 36, 56, 57, 58, 59, 60).

Factor de Elongacion durante la Traduccidn (TEF)

El largo intrén de la trascripcion (tefl) (56) es un
fragmento de casi 2 Kb, del cual se pueden usar sus
exones o intrones para el analisis filogenético. El frag-
mento del gen mas estudiado y utilizado para la iden-
tificacion de especies se conoce como tefl, el cual
incluye al 4to. Intrén, el 5to. Exdn, el 5to. Intrén y parte
del 6to Exdn, y tiene una longitud entre 600 y 650 pb.
La secuenciacion del factor de elongacion de diferen-
tes aislados de Trichoderma facilitd la identificacion de
especies (14, 17, 18, 28, 33, 55, 56, 58, 59, 60, 61, 62,
63), asi como la reubicacién de especies que por otras
técnicas estaban erréneamente ubicadas (64)

Variabilidad en el género Trichoderma

Las especies de Trichoderma presentan una am-
plia plasticidad ecoldgica. Esta caracteristica implica
que es posible encontrar variabilidad genética impor-
tante, la cual debe ser explorada, caracterizada y fi-
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nalmente explotada, con el fin de realizar una selec-
cion adecuada de las cepas promisorias. Para el uso
de Trichoderma, como agente de control bioldgico, es
necesario conocer como influyen estos factores
bioecoldgicos en la fisiologia de los aislados de este
género, su comportamiento en cuanto a los diversos
mecanismos de accién que presenta frente a las dia-
nas que puede controlar y su variabilidad genética.

- Efecto de factores bioticos y abioticos

Dentro de estos factores se encuentran temperatu-
ra, pH, humedad relativa, iluminacién y los diferentes
sustratos que pueden utilizar las diferentes especies y
los aislados pertenecientes al género Trichoderma. El
conocimiento de la influencia de todos estos factores
bioecoldgicos en la fisiologia y las potencialidades de
Trichoderma como agente de control biolégico (ACB)
son vitales en los procesos de seleccion de cepas
promisorias, su reproduccion masiva y su introduccion
en diferentes agroecosistemas para lograr una maxi-
ma efectividad del hongo en el manejo de plagas.

También existe una gran variabilidad en cuanto a
los mecanismos de accidn que tienen estos aislados
como ACB. Entre ellos se citan la competencia por
espacio y nutrientes, el micoparasitismo y la
antibiosis (65).

Ademas de su accion biorreguladora, Trichoderma
actua de forma indirecta sobre los patdégenos a través
de la elicitacién de mecanismos de defensa fisiologi-
cos y bioquimicos de la planta, entre los cuales se
encuentran: estimulacion del crecimiento vegetal y
desarrollo del sistema radicular, solubilizacién y ab-
sorcion de nutrientes inorganicos (N y P), induccion
de resistencia y tolerancia a estreses bidticos y
abidticos (66, 67).

Estos aspectos se analizaron profundamente en un
articulo reciente por Martinez et al. (4), donde se hace
una revision de diferentes aspectos relacionados con
la funcién de aislados del género Trichoderma como
ACB y sus potencialidades.

- Variabilidad genética

La variabilidad inter e intraespecifica también pue-
de ser analizada directamente en el ADN. El desarrollo
de marcadores moleculares condujo a una intensa in-
vestigacion y caracterizacion en plantas, virus, hon-
gos, bacterias, artrépodos, nematodos. El uso de mar-
cadores moleculares dominantes en estudios
filogenéticos y de diversidad se justifica porque: 1) a
diferencia de los marcadores morfoldgicos, los marca-
dores moleculares dominantes exploran multiples loci
a través de todo el genoma, por lo que son mas infor-
mativos; 2) en el gen analizado pudiera encontrarse

Rev. Proteccién Veg. Vol. 30 Nimero Especial (diciembre, 2015): 17-28



16

una variacion de secuencias insuficiente, la cual se
expresa a nivel de fenotipo o esta expresion pudiera
estar influenciada por el ambiente; 3) en ocasiones los
datos de la secuencia del gen estudiado pueden ser
insuficientes para resolver las relaciones filogenéticas
entre los grupos de estudio (68).

Es por esto que los marcadores moleculares se
convirtieron en una herramienta ampliamente usada en
estudios de diversidad y filogenéticos (69, 70, 71),
mapeo y mejoramiento (72).

Algunas especies del género Trichoderma se ca-
racterizaron con el uso de estas herramientas. Los
cuatro tipos de marcadores moleculares mas usados
para determinar la diversidad genética son: RFLP (del
inglés Restriction Fragment Length Polymorphism,
Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de
Restriccion) (73) (marcador codominante), RAPD (del
inglés Random Amplified Polymorphic DNA,
Polimorfismo del ADN Amplificado al Azar) (74), SSR
(delinglés Single Sequencies Repeat, Secuencias Sim-
ples Repetidas) (75) y AFLP (del inglés Amplified
Fragments Length Polymorphism, Polimorfismo de la
Longitud de los Fragmentos Amplificados) (76). Cada
uno de estos marcadores tiene un poder de discrimi-
nacion diferente (77).

RFLP

Botstein et al. (78) describieron esta técnica, que
constituyo el primer marcador de ADN utilizado para
construir mapas genéticos de organismos superiores.
Dicha técnica se basa en la digestion del ADN con
enzimas de restriccion (endonucleasas). Cada una de
estas endonucleasas (de origen bacteriano), reconoce
y corta una secuencia nucleotidica especifica de 4-8
pb nitrogenadas en el ADN, siempre y cuando estas
no estén protegidas (metiladas). Por consiguiente, cual-
quier ADN que no esté metilado puede ser reconocido
y cortado en fragmentos de longitud definida. Cualquier
mutacién puntual dentro de esos sitios ocasionara
pérdida o creacion de un nuevo sitio de restriccion en
unaregion del genoma (79).

Es una técnica de alta repetibilidad, que permite
detectar variaciones en la secuencia de ADN de 4 a
8 pb reconocidas por las enzimas utilizadas. Se
aplicd a un gran numero de estudios de construc-
cién de mapas genéticos y mapeo de caracteres de
interés. También se usé para resolver problemas
taxondémicos o filogenéticos en Trichoderma (75, 80).

Posee como ventaja la rapida identificacion de ruti-
na, especialmente en los casos de genomas meno-
res; es econémica y confiable (si el patrén de bandas
coincide con los previamente notificados). Entre las

principales desventajas de la técnica se halla el reque-
rimiento de grandes cantidades de ADN de buena cali-
dad para la deteccién de loci de copias Unicas. Si no
se encuentra un patrén de bandas igual al descrito no
se logra identificar el organismo y, ademas, exige de
personas especializadas (81, 82).

RAPD

Esta técnica fue descrita por primera vez por
Williams et al. (83) y Welsh y McClelland (84). Se
basa en una PCR (del inglés Polymerase Chain
Reaction, Reacciéon en Cadena de la Polimerasa), carac-
terizada esencialmente por condiciones de baja as-
tringencia, con el uso de solo un iniciador arbitrario,
con longitud de 9 a 10 nucledtidos y con un contenido
de 60-70% de G + C. Las regiones del ADN, homologas
con el iniciador, son amplificadas y generan productos
multiples de loci que se distribuyen en todo el genoma.
Dicha caracteristica permitio su utilizaciéon en el mapeo,
asi como en la generacion de huellas genéticas (36).

Esta técnica posee diversas ventajas como son la
obtencién de un alto nimero de bandas, los cebadores
arbitrarios pueden ser adquiridos facilmente sin nece-
sidad de informacién nucleotidica inicial, solo se re-
quieren pequefas cantidades de ADN diana para la
amplificacion y los costos por ensayo son bajos. El
poder de esta técnica se pone de manifiesto cuando
se utiliza para identificar variaciones en la secuencia
del ADN entre individuos. Por tal motivo, los RAPDs
son una técnica muy poderosa para el estudio de la
diversidad en la secuencia de una poblacién y la loca-
lizacién de genes (82).

Entre las desventajas se encuentran que son esen-
cialmente dominantes, no hay un conocimiento a priori
sobre la identidad de los productos de amplificacion,
existen problemas de comigracion y también de baja
reproducibilidad de los resultados obtenidos. No obs-
tante, esta Ultima, aparente y discutida desventaja, se
supera de manera satisfactoria al establecer adecua-
damente los protocolos (85).

Esta herramienta se ha usado para estudios
genéticos y taxondmicos en varios hongos, entre los
que se incluyen especies del género Trichoderma (36).
En este sentido, Kumar y Sharma (74) obtuvieron 100%
de polimorfismo con cuatro cebadores RAPD para 12
aislados de Trichoderma spp. Latha y Mukherjee (86)
encontraron, con cinco iniciadores RAPD, gran varia-
bilidad intraespecifica entre las cepas examinadas de
Trichoderma spp., excepto para dos de T. hamatum,
que resultaron ser exactamente idénticas. También
Hernandez et al. (87) obtuvieron gran variabilidad
intraespecifica en diez aislados de Trichoderma spp.
con cuatro iniciadores RAPD.
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SSR

Los microsatélites son secuencias de uno a diez
pares de bases repetidas y adyacentes distribuidas
en el genoma. Generalmente consisten en dinucleétidos
(AC), (AG), (AT),, trinucledtidos (TCT) (TTG)
tetranucledtidos (TATG)_ donde n es el nimero de uni-
dades repetidas dentro de un locus de microsatélite.
Estos loci se encuentran en regiones codificantes y
no codificantes del ADN y es probable que se formen
por eventos de rompimiento que generan polimorfismos
con valores superiores al 90% (88). Debido a esto, la
técnica muestra altos niveles de variacion genética
basados en la diferencia del nimero de unidades repe-
tidas en el locus. En ella, el nUmero de productos
amplificados depende de la frecuencia en que se en-
cuentran los microsatélites utilizados como cebadores.
El nivel polimdrfico detectado en los productos amplifi-
cados puede estar relacionado con la diversidad
genomica dentro de la especie.

Aligual que con los RAPDs, los microsatélites tie-
nen la desventaja de que los productos obtenidos va-
rian con las combinaciones usadas, la temperatura de
acoplamiento, la concentracién del cebador y del
magnesio. Se demostrd que ocurren problemas con el
sitio de reconocimiento del cebador, aun a altas tem-
peraturas de acoplamiento. En este caso, para incre-
mentar la especificidad se recomienda ajustar la tem-
peratura de acoplamiento o aplicar un PCR con decre-
cimiento de la misma (89). Las reacciones donde se
involucran los microsatélites son mas especificas que
los RAPDs debido a la mayor longitud de los cebadores
(15-20mers), por lo que resulta de mayor repetibilidad.

En general, los marcadores desarrollados por
microsatélites son altamente polimérficos, generan
gran cantidad de informacion debido al numero y fre-
cuencia de los alelos detectados. De aqui que los
SSR se han usado satisfactoriamente para estudiar
variabilidad genética en especies del género
Trichoderma (74, 90).

AFLP

La técnica se describid por primera vez por Vos et
al. (91) y demostro ser extremadamente versatil debi-
do a su confiabilidad, reproducibilidad y potencia; ade-
mas, porque detecta polimorfismo en todo el genoma.
El principio de la técnica es utilizar Amplificacién Se-
lectiva de Fragmentos de Restriccién de ADN genémico.

Valadez y Kahl (79) mencionaron que los AFLPs
surgen a partir de: A) polimorfismos en los sitios de
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restriccion, donde una secuencia especifica por el re-
conocimiento de una endonucleasa de restriccion esta
presente o ausente; B) polimorfismos en la longitud de
la secuencia, donde el numero de las secuencias re-
petidas arregladas en serie («tandemy) tienen sitios
variables; C) cambios en los pares de bases de ADN
no asociados con sitios de restriccion. Como desven-
taja, con respecto al RAPD, esta técnica requiere de
mas experiencia para su manipulacion y, principalmen-
te, de los geles de poliacrilamida (92).

Segun Galdames (36), ambas técnicas (RAPD y
AFLP) fueron lo suficientemente poderosas para de-
tectar variabilidad genética entre aislados de
Trichoderma. Sin embargo, a partir de los dendrogramas
generados en cada caso, llegaron a conclusiones dife-
rentes acerca de las relaciones genéticas entre indivi-
duos. Como resultado obtuvo que las cuatro combina-
ciones de los cebadores AFLP amplificaron casi el doble
del producto en comparacién con el niumero de
amplicones obtenidos con los 12 iniciadores RAPDs
utilizados. Aunque el polimorfismo que se detecté por
los RAPDs fue mayor que el evidenciado por los AFLPs,
los dendrogramas generados por este ultimo marca-
dor fueron mas robustos, precisos y confiables.

Los resultados obtenidos hasta el momento de los
estudios de variabilidad, indican que se debe usar mas
de un tipo de marcador, teniendo en cuenta los mate-
riales a analizar y las ventajas y desventajas de estas
técnicas. En este caso fue posible, mediante los
AFLPs, detectar diferencias entre los aislados cuba-
nos con relacién a las cepas usadas como referencia,
pero no entre ellos, lo que se logré con la técnica de
RAPD (datos no publicados).

Debido a la alta variabilidad morfoldgica existente
en las especies del género Trichoderma, se han intro-
ducido secuencias erréneamente identificadas por ca-
racteres morfoldgicos en el Genbank; esto debe ser
tomado en cuenta cuando se utilicen técnicas
moleculares para su identificacion.

En general, para realizar una certera identificacion,
tanto a nivel de especie como para llegar a la clasifica-
cion de aislamientos en el género Trichoderma, se pre-
cisa en la actualidad de la taxonomia polifasica a partir
de datos morfofisioldgicos y de la introduccion de las
técnicas moleculares y, sobre todo, de la secuenciacion
de acidos nucleicos, teniendo en cuenta los nuevos
avances en el temay los cambios que se estan produ-
ciendo en los ultimos afos.
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