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RESUMEN: Se estudi6 la diversidad genética entre 68 aislados de Trichoderma procedentes de diferentes
cultivos, sustratos y localidades, mediante los analisis ITS-AFLP. Se secuencio la region 1TS1-5.8S-1TS2 del
ADN ribosomal amplificada con los cebadores ITS1 e ITS4 y en el caso de los AFLP se utilizaron cuatro
combinaciones de oligonucledtidos. Las relaciones genéticas entre los aislados se analizaron mediante el uso
combinado del Analisis de Coordenadas Principales, el Analisis de Conglomerados y el ajuste de un Biplot
Logistico Externo sobre datos de disimilitud, utilizando los coeficientes de Jaccard, Emparejamiento simple,
Dice y Rogers y Tanimoto. Se identificaron nueve especies y las més abundantes fueron Hypocrea lixii
(anamorfoTrichoderma harzianum) y T. koningiopsis representadas por 22 y 20 aislados, respectivamente.
Le siguen Hypocrea virens (anamorfo T. virens), Trichoderma ghanense; Trichoderma asperellum y
Trichoderma brevicompactum con 7, 6, 4 y 4 aislados respectivamente. Las especies menos frecuentes fueron
Trichoderma erinaceum con dos aislados y Trichoderma spirale y Trichoderma longibrachiatum con un
aislado cada una. Los AFLP formaron cuatro grupos, correspondiendo uno de ellos al 99,52 % de los aislados
de Trichoderma asperellum, otros dos agruparon al 85,54 y 50% de H virens y H. lixii, respectivamente.
Las otras seis especies se ubicaron el cuarto grupo, y no pudieron ser diferenciadas entre si. El iniciador con
mayor contenido de Informacién Polimérfica fue AG+CAG, que ademas permitid separar la especie H. lixii
del resto. La combinacion AG+CAG separ6 a T. asperellum de las otras especies.
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Genetic diversity determined by ITS-AFLP analysis of Trichoderma spp. in Venezuela

ABSTRACT: The genetic diversity among 68 Trichoderma isolates from different cultivars, substrates and
localities was established by ITS-AFLP analysis. The ribosomal DNA region 1TS1-5.8S-1TS2 was sequenced
and amplified with the primers ITS1 and ITS4. In the case of AFLP, four oligonucleotide combinations were
used. The genetic relationships between isolates were analyzed by the combined use of Principal Component
Analysis, Cluster analysis, and the adjustment of an External Logistic Biplot over dissimilarity data using Jaccard,
simple coupling, Dice and Rogers, and Tanimoto coefficients. Nine species were identified, and the most abundant
were Hypocrea lixii (anamorf Trichoderma harzianum) and T. koningiopsis, with 22 and 20 isolates
respectively. They were followed by Hypocrea virens (anamorf T. virens), Trichoderma ghanense;
Trichoderma asperellum and Trichoderma brevicompactum, with 7, 6, 4 and 4 isolates, respectively. The
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least frequent species were Trichoderma erinaceum, Trichoderma spirale and Trichoderma
longibrachiatum (2, 1 and 1 isolates, respectively). All the isolates clustered in four AFLP groups, with one
containing 99,52% of T. asperellum, and the others with 85,54% and 50% of H. virens and H. lixii, respectively.
The other six species grouped together in the four group, and were indistinguishable from one another. The
most informative initiator was AG+CAG showing the greatest content of polymorphic information, and which
additionally allowed discriminating H. lixii from the other isolates. AG+CAG combination clearly separated T.

asperellum from the other species.

Key words: Trichoderma, ITS, AFLP, polymorphism, biological control.

INTRODUCCION

El control biolégico de plagas es una alternativa
ecolégicamente limpia y compatible con diferentes
modelos de agricultura. En este sentido, las especies
del género Trichoderma (teleomorfo: género Hypocrea)
son los antagonistas mas utilizados como agentes de
control biolégico, debido a su adaptabilidad a varias
condiciones ecoldgicas (1), asi como a su habilidad
antagonica ancestral, conocida como hiperparasitismo
necrotréfico o micoparasitismo (2), contra hongos
patdégenos de plantas. Las especies del género, ade-
mas, muestran un alto nivel de diversidad genética 'y
pueden ser utilizadas para producir una amplia gama
de productos de interés comercial y ecoldgico (3,4).

Los marcadores moleculares basados en la Reac-
cion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés), permiten explorar diferentes regiones del
genoma para inferir la estructura genética de las po-
blaciones, y su asociacion con caracteristicas signifi-
cativas desde el punto de vista agronémico. Estos se
basan en el grado de polimorfismo presente natural-
mente en el material genético de los organismos y se
emplean, entre otras, para estudiar la diversidad
genética de los mismos, a nivel intra e interespecifico.
Teniendo en cuenta que Trichoderma / Hypocrea es un
género muy diverso, y que la identificacion de cepas a
nivel de especie mediante caracteres morfologicos es
dificil y confusa, debido a la complejidad del género
(3); el empleo de los marcadores moleculares y el ana-
lisis de secuencias nucleotidicas especificas,
incrementaron las facilidades para la correcta ubica-
cién filogenética, identificacion y caracterizacion de la
diversidad de las especies que lo conforman (1, 5, 6,
7,8,9,10).

El polimorfismo de la longitud de los fragmentos
amplificados (AFLP) es un método de genotipado, ba-
sado en la amplificacion selectiva de un subconjunto
de fragmentos de ADN generados por la digestion del
mismo con enzimas de restriccion (11). Para una am-
plia variedad de taxones, incluyendo plantas, hongos

y bacterias, los marcadores AFLP permitieron detec-
tar especies muy relacionadas o cripticas; siendo una
técnica altamente discriminatoria y reproducible, utili-
zada extensivamente para el estudio de muchos
microorganismos (12), facilitando la compilacion de
patrones AFLP de referencia estandar en bases de datos
de diversidad, lo que a su vez permite armonizar el
diagndstico de microorganismos a escala mundial.

En Venezuela, estudios previos indicaron la presen-
cia de seis especies de Trichoderma en 38 aislados
de larizésfera de cacao del estado Carabobo en Vene-
zuela, siendo Trichoderma harzianum Rifai la mas abun-
dante (13), no existiendo otros reportes hasta el mo-
mento.

El objetivo del presente estudio fue determinar la
diversidad genética de aislados de Trichoderma identi-
ficados mediante PCR ITS y procedentes de diferen-
tes cultivos, sustratos y estados, con el empleo de
marcadores moleculares de tipo AFLP.

MATERIALESY METODOS

Colectade muestras

Se realizaron colectas en tres regiones cacaoteras
de Venezuela: la regién centro-norte-costera, la nor-
oriental y la sur-occidental; y se tomaron muestras de
suelo, hojarasca, cultivos asociados y composteros a
base de cacao (Tabla 1).

El muestreo en las parcelas fue no probabilistico, a
conveniencia. El posible sesgo sistematico debido al
muestro de conveniencia, fue corregido aleatorizando
la seleccion de plantas dentro de cada parcela donde
se recogieron las muestras (14).

Aislamiento e identificacion morfolégica hasta
género

Se trituraron 10 g de suelo seco a temperatura
ambiente por cada muestra y se agitaron por 30 min
en 90 ml de agua destilada estéril. Luego, con un asa
de platino estéril, se estri6 una alicuota en capsulas
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TABLA 1. Ubicacién taxonomica, geografica y tipo de sustrato de los que provinieron los aislados analizados./
Taxonomic and geographic location and substrate of the isolates analyzed.

Aislados

Seccion de

Especies’

Estado

Sustratos?

Trichoderma

VT-1 Longibrachiatum | T. ghanense Zulia Hojarasca (Teobroma cacao L.)
VT-10 7 T. ghanense Zulia Suelo (Morinda citrifolia)
VT-12,VT-15,VT-19 7 T. ghanense Zulia Suelo (Musa sp.)

VT- 66 7 T. ghanense Zulia Suelo (T. cacao)
VT-114 7 T. longibrachiatum Apure | Hojarasca (T. cacao)
CT-7 Pachybasium [ H. lixii/ T. harzianum | Carabobo | Fruto (T. cacao)

CT-13 7 H. lixii/ T. harzianum Miranda | Flor (T. cacao)

IT-2 7 H. lixii/ T. harzianum Sucre Suelo (Phaseolus vulgaris L.)
VT-3,VT-4,VT-5, 7 H. lixii/ T. harzianum Zulia Suelo (Musa sp.)
VT-8,VT-9, VT-11,

VT-14, VT-17

VT-23 7 H. lixii/ T. harzianum Zulia Hojarasca (T. cacao)
VT-52 7 H. lixii/ T. harzianum Meérida | Compost (T. cacao)

VT- 102 7 H. lixii/ T. harzianum Zulia Suelo (Capsicum annuum L.)
VT- 105 7 H. lixii/ T. harzianum Zulia Fruto (Dioscorea spp.)
VT- 113 7 H. lixii/ T. harzianum Zulia Raiz (Passiflora edulis)
VT- 116 7 H. lixii/ T. harzianum Apure | Hojarasca (T. cacao)
CT-1 7 H. lixii/ T. harzianum Miranda | Suelo (C. annuum)

CT-6 7 H. lixii/ T. harzianum | Carabobo | Compost (T. cacao)

VT- 100, VT- 101 7 H. lixii/ T. harzianum Zulia Suelo (C. annuum)

IT-4 7 H. lixii/ T. harzianum Sucre | Tronco (T. cacao)

CT-9 7 H. virens/ T. virens Carabobo | Compost (T. cacao)
VT-26 7 H. virens/ T. virens Meérida | Suelo sin sembrar

VT- 28 7 H. virens/ T. virens Zulia Suelo (T. cacao)

VT- 33 7 H. virens/ T. virens Zulia Suelo (Musa sp.)

VT-43 7 H. virens/ T. virens Tachira | Suelo (T. cacao)

VT- 45 7 H. virens/ T. virens Zulia Suelo (Musa sp.)

VT-42 7 H. virens/ T. virens Tachira | Hojarasca (T. cacao)
VT-2 “ T. brevicompactum Zulia Hojarasca (T. cacao)
VT-20,VT-21 7 T. brevicompactum Zulia Suelo (T. cacao)

VT-25 “ T. brevicompactum Meérida | Picadero (T. cacao)

VT- 56 T. spirale Meérida | Suelo (T. cacao)

VT-55, VT-58, VT- 63 Trichoderma | T. asperellum Zulia Suelo (T. cacao)

VT- 115 7 T. asperellum Apure | Hojarasca (T. cacao)
VT-6,VT- 16 7 T. erinaceum Zulia Suelo (Musa sp.)

VT-18 7 T. koningiopsis Zulia Suelo (Morinda citrifolia)
VT- 36, VT- 38 7 T. koningiopsis Zulia Suelo (Musa sp.)
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Estado Sustratos?

VT-72 T. koningiopsis Mérida | Suelo (T. cacao L.)

VT-73 ” T. koningiopsis Mérida | Suelo (Solanum lycopersicum)
IT-1 ” T. koningiopsis Sucre Suelo (P. vulgaris)

VT- 27 ” T. koningiopsis Mérida | Suelo sin sembrar

VT-29, VT-31, VT- 34, ” T. koningiopsis Zulia Suelo (Musa sp.)

VT- 35, VT-37

VT- 54, VT- 60, VT- 61, ” T. koningiopsis Zulia Suelo (T. cacao)

VT- 62, VT- 64, VT- 67,

VT- 68, VT-74

VT- 85 “ Trichoderma sp. Zulia Suelo (C. annuum)

1 Teleomorfo/ Anamorfo segun homologia con los ITS de los especimenes registrados en el GenBank

2 Cultivo al que estaba asociado el aislado

Petri con medio papa dextrosa agar (PDA). Se hicie-
ron dos repeticiones por muestra. A los cinco dias de
incubacion a temperatura ambiente (25+2°C) se purifi-
caron las colonias desarrolladas que mostraron simi-
litud morfolégica con Trichoderma.

Identificacion de especies por ITS

Para la extraccion de ADN a partir de micelio, los
aislados se cultivaron en medio liquido Czapek (10 dias/
oscuridad/ 24+2°C con agitacion en zaranda a 250rpm
durante 36 a 48 horas). La masa micelial se colecté y
secoO con papel de filtro Whatman N° 1 estéril y se
preservo en papel aluminio a -20°C hasta el momento
de la extraccion de ADN (15). La cantidad de ADN total
extraido se cuantifico en un espectrofotometro
Eppendorf BioPhotometer y se corroboré su calidad
por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1%,
con buffer de corrida TBE 1X. El mismo se guardd en
buffer de suspension a base de Tris 10mM, pH 8 hasta
su utilizacion.

Amplificacion de la reqion ITS. PCR-ITS. Se ampli-
fico por PCR la regién ITS1-5.85-1TS2 del ADN
ribosomal con los cebadores ITS1 e ITS4 descritos
por White et al. (16). Para cada reaccién de PCR se
utilizé un volumen final de 40ul que contuvo Buffer PCR
1X, MgCl, (1,5mM), dNTPs (0,2mM); 0,125uM de cada
cebador, ADN (50ng) y 1U de la enzima GoTaq® Flexi
Polimerasa (Promega). Se utilizé un termociclador BIO-
RAD (iCycler) de acuerdo al programa descrito por
Hermosa etal. (17).

Para visualizar los fragmentos amplificados, se to-
maron 10ul de PCR y se mezclaron con buffer de car-
ga, el cual contiene Azul de bromofenol (1mg/ml), gli-
cerol 50% y Syber Green 0,2%; se cargaron en un gel

de agarosa al 1%y se realizd una electroforesis hori-
zontal, en buffer TBE 1X (22,5 mM Tris base; 22,5mM
H,BO,. 0,5mM EDTA)pH 8.3 a 80V durante una hora.
Las bandas obtenidas se compararon con el marcador
de 1Kb plus (Invitrogen). Los geles se visualizaron en
un digitalizador de imagenes tipo Typhoon 9410
(Amersham).

Secuenciacion

Los productos amplificados de la regién ITS fueron
purificados con el Kit de purificaciéon AccuPrep®PCR
marca BioNEER para su posterior secuenciacion con
el Kit BigDye®Terminator V3.1. Todas las secuencias
nucleotidicas obtenidas se procesaron con los progra-
mas Chromas Pro version 1.41 y BioEdit (Sequence
Alignment Editor), con el fin de generar los consensos
de las cadenas hacia adelante y hacia atras para su
comparacion. Las secuencias obtenidas en este estu-
dio se compararon con las disponibles en el registro
nucleotidico del Genbank (base de datos del National
Center for Biotechnology Information, (NCBI)) utilizan-
do la aplicacién Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) para identificar los aislados con aquellos de
mayor similitud; depositandose las mismas en el
Genbank con posterioridad.

Diversidad genética

AFLP. Los fragmentos AFLP se obtuvieron segun
el protocolo clasico (11). Consistié en la digestion del
ADN con las enzimas de restriccion EcoRI y Msel, la
ligacion de los adaptadores especificos a los sitios de
restriccion de estas endonucleasas, una primera am-
plificacion pre-selectiva por PCR con cola adenina (A)
y una segunda amplificaciéon con cuatro combinacio-
nes de oligonucleotidos: E-AG/M-CAA, E-AA/M-CAC,
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E-AG/M-CAG y E-AG/M-CAC. Los productos amplifi-
cados se separaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 6%, con buffer TBE 1X, a 65W duran-
te 1,5h. Los oligonucleotidos se marcaron con los
fluoréforos FAM y Cy5 sin realizar tincion; los geles se
visualizaron en un digitalizador de imagenes Typhoon
9410 (Amersham).

Analisis de los datos. En ausencia de andlisis de
segregacion no se hizo ningun supuesto sobre la natu-
raleza genética de los alelos. Los fragmentos de am-
plificacion se codificaron de acuerdo a un marcador
dominante, es decir 1 (banda presente) y 0 (banda
ausente), generando una columna por locus para cada
iniciador. El nivel de polimorfismo y la capacidad
discriminatoria de cada iniciador se valoré a través del
contenido de informacion polimérfica (PIC, siglas en
inglés) y la probabilidad de obtener parejas idénticas
de alelos entre las muestras estudiadas (18,19). La
relacion genética entre los 68 aislados empleados se
estudié aplicando una estrategia metodoldgica pro-
puesta (20), que planteé el uso combinado del Anali-
sis de Coordenadas Principales, el Analisis de Con-
glomerados y el ajuste de un Biplot Logistico Externo,
sobre datos de disimilitud utilizando los coeficientes
de Jaccard, Emparejamiento simple, Dice y Rogers 'y
Tanimoto (21). El numero k de dimensiones a ser re-
tenidas, el coeficiente de similitud que mejor define la
estructura de los datos y las medidas de la calidad,
fueron calculados utilizando también los procedimien-
tos descritos por Demey et al. (20). Para el calculo de
la capacidad informativa y discriminatoria de los inicia-
dores se utilizé Info-Gen version 2009p. Para los cal-
culos y representaciones graficas de los procedimien-
tos estadisticos se utilizaron se han usado un conjun-
to de rutinas desarrolladas bajo MatLab versiéon 2009a
(The MathWorks Inc, 2009) (http://www.biplot.usal.es).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos moleculares, cada vez mas disponibles,
de los hongos con potencialidad para el control biol6-
gico mostraron la importancia de los estudios genéticos
en la investigacion, desarrollo y registro de estos agen-
tes de control biolégico, donde los estudios de diversi-
dad resultan imprescindibles para el uso seguro y fia-
ble de los mismos. En el ambito de la investigacion en
el género Trichoderma se formula con frecuencia la
interrogante acerca de si la capacidad para el control
biolégico de este género, es una propiedad general o
un atributo especifico de un nimero limitado de cepas.
Debido a ello, se hace indispensable el estudio de la
naturalezay diversidad de todo posible agente de con-
trol bioldgico, considerando que el alto nivel de diversi-
dad genética de este género puede ser utilizado en
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una amplia gama de productos de interés comercial y
ecoldgico (3, 4).

Las secuencias completas de las regiones ITS1-
5-8S-ITS2, junto con las secciones terminales de las
subunidades pequefia y grande de los genes
ribosomales, se obtuvieron para todos los aislados.
Se amplificaron fragmentos con 600-650 pares de ba-
ses (pb) aproximadamente, conteniendo, en muchos
casos, aproximadamente 22 bases del extremo final
del gen 18Sy de 15 a 40 bases del extremo inicial del
gen 28S. El tamafrio de la region amplificada obtenido
concuerda con los datos obtenidos por otros autores
para Trichoderma (22, 23, 24).

En BLAST se confirmd la identificacion de nueve es-
pecies, a partir de las secuencias de los 68 aislados del
género Trichoderma. Se identificaron 22 aislados como
Hypocrea lixii/ T. harzianum Rifai; Trichoderma koningiopsis
(Samuels, C. Suarez & H.C. Evans) con 20; Hypocrea
virens/ Trichoderma. virens (Miller, Giddens & Foster)
con 7; Trichoderma ganense (Yoshim. Doi, Y. Abe &
Sugiy ) con 6 y Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf.
& Nirenberg y Trichoderma brevicompactum Kraus,
Kubicek & Gams representadas por cuatro aislados cada
una; Trichoderma erinaceum (Bissett, C.P. Kubicek &
Szakacs) con 2y Trichoderma spirale Bissetty Trichoderma
longibrachiatum Rifai con un aislado cada una, mas un
aislado (VT-85) no identificado Trichoderma sp.

La obtencidon de porcentajes altos para: 1) de identi-
dad (dado por la similitud que existe entre la secuen-
cia que se esta evaluando y la secuencia que se en-
cuentra en la base de datos del GenBank) y II) de co-
bertura (correlacion que existe entre el tamafo de la
secuencia que se encuentra en el GenBank y la se-
cuencia que se esta estudiando), indicaron el grado de
confiabilidad en la certeza de que los aislados fueron
correctamente identificados.

Se produjo un total de 178 fragmentos polimérficos,
que representan aproximadamente el 99% del total de
fragmentos obtenidos, estando entre 38 y 51 el nime-
ro de fragmentos por iniciador (Tabla 2). El iniciador
mas informativo fue el AG+CAG con un Contenido de
Informacién Polimorfica cercano al 50% del intervalo
tedrico de 0,01 a 0,50; el que ademas mostré la mayor
capacidad discriminatoria. Utilizando los cuatro inicia-
dores, la probabilidad media de que dos aislados dife-
rentes tengan igual identidad, fue de 4,9x10', lo que
indicé un alto grado de confianza en el conjunto de
iniciadores seleccionados, dado que la regién del
genoma explorada permite la separacién de hasta 10*'
aislados de manera simultanea (Tabla 2).

De Souza et al. (28) utilizaron AFLP para analizar
la diversidad genética de 91 aislados de T. stromaticum
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TABLA 2. Nivel de polimorfismo y capacidad discriminatoria de los iniciadores AFLP./ Polymorphism level and

disciminatory capacity of AFLP primers.

Combinacion de

Total de Fragmentos

Contenido de Probabilidad de Igual

cebadores Amplificados Informacién Polimorfica® Identidad?
AA+CAC 38 0,1624 (0,0135) 1,9x10°%
AG+CAC 41 0,1709(0,0118) 9,2x10™°
AG+CAA 48 0,1768 (0,0134) 8,3x19™
AG+CAG 51 0,2452(0,0133) 3,4x10™°

1 NUmeros entre paréntesis corresponden al error estandar Bootstrap
2 Probabilidad de que dos aislados para el Loci evaluado tengan igual identidad.

de cacao de las regiones del amazonas de Brasil,
Colombia y Ecuador, y obtuvieron 144 bandas
polimérficas, logrando separar dos grupos dentro de la
poblacién de esta especie. Otros estudios revelaron
que, con el empleo de 20 combinaciones de cebadores
AFLP, se obtuvieron un total de 1127 loci polimérficos
(23), y no se encontré relacion clara entre los
agrupamientos del dendrograma y el origen geografico
de los aislados (5, 23).

Por otra parte, en el estudio de 48 aislados que
representan seis especies de Trichoderma de diferen-
tes zonas de cultivo de mani, se obtuvieron 234 ban-
das polimoérficas con seis combinaciones de cebadores
(27); mientras que Larralde et al. (26) obtuvieron 75
bandas polimérficas utilizando cuatro combinaciones
de cebadores solamente en nueve aislados de seis
especies de Trichoderma.

La distribucion de los coeficientes de correlacion li-
neal de Pearson entre los n(n-1)/2 elementos distintos
fuera de la diagonal de las matrices de distancias ob-
servadaA yestimada , para distintas combinaciones
de k-dimensiones retenidas luego de aplicar el Analisis
de Coordenadas Principales, permitié seleccionar el
coeficiente de similitud de Emparejamiento Simple,
como el que refleja la mayor coherencia entre la matriz
de distancias observadas y estimadas y garantiza la
mayor estabilidad de la representacion, debida a la poca
dispersion de los autovalores. Adicionalmente, con este
coeficiente no es necesario retener mas de dos dimen-
siones para extraer la mayor cantidad de informacion
posible. En términos de similitud, esto significa que es
posible probar que dos aislados con posiciones mas
cercanas en la representacion bidimensional, tendran
patrones mas similares de ADN respecto a las secuen-
cias utilizadas (20).

La Figura 1a muestra las relaciones genéticas
entre los 68 aislados, basada en la disimilaridad de-
bido al coeficiente de Emparejamiento simple y los
cuatro iniciadores AFLP. El espacio bidimensional

obtenido del Analisis de Coordenadas Principales,
explica el 37,62% de la variabilidad total. Bajo el al-
goritmo UPGMA, utilizando las dos primeras coor-
denadas principales retenidas, se forman cuatro gru-
pos de aislados demarcados por el diagrama de
Voronoi y se representan los fragmentos de amplifi-
cacioén que definen estos grupos seleccionados des-
pués del ajuste del Biplot Logistico Externo y corregi-
da por el p-valor, Bonferroni y el pseudo R2 de
Nagelkerke/Cragg & Uhler’s.

Los grupos AFLP (Figura 1a) mostraron una diver-
sidad genética media entre 0,421-0,426, especificada
de la siguiente manera: el grupo 1 formado por H.
virens, 0,427; el grupo 4 de T. asperellum, 0,425; y el
grupo 3 de H. lixii , 0,421. Particularmente en estas
especies pertenecientes a las secciones Pachybasium
y Trichoderma se ha observado una alta variabilidad
intra e interespecifica a partir de datos fisiologicos,
bioguimicos, morfolégicos y moleculares, particular-
mente en el complejo de especies conocido como T.
harzianum /T. inhamatum (17, 5). Elresto de los valo-
res de diversidad se dividieron en media y baja. Las
especies T. spirale (0,419), T. koningiopsis (0,419), T.
brevicompactum (0,415) y T. erinaceum y T. ghanense
(0,414) formaron el de diversidad media. Con los me-
nores valores de diversidad estuvieron T. ghanense
(0,397) y T. longibrachiatum (0,389). Esta estrategia
metodoldgica permite estudiar en la misma represen-
tacion no solo la relacion entre los individuos como en
el Analisis de Conglomerados clasico, sino que ade-
mas permite estudiar la relacién entre individuo-alelo y
alelo-alelo (20).

La Figura 1b muestra la superposicion de la clasifi-
cacion generada del analisis de las secuencias de los
espaciadores internos transcritos del ADNr sobre la
generada por los cuatro iniciadores AFLPs. Los inicia-
dores AFLP preservaron en mas del 85% la estructura
de grupos esperada para H. virens y en T. asperellum
fue del 99,52%, alrededor del 50% para H. lixii . El
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FIGURA 1. Relaciones genéticas entre los 68 aislados venezolanos de Trichoderma spp.: (a) muestra las relaciones
genéticas basadas en la disimilaridad debida al coeficiente de Emparejamiento simple y los cuatro iniciadores AFLP. (b)
muestra la superposicion de la clasificacion generada del analisis de las secuencias de los ITS sobre la generada por los
cuatro iniciadores AFLP./ Genetic relationships among the 68 venezuelan Trichoderma spp. isolates: (a) The genetic
relationships based on dissimilarity due to the simple coupling coefficient and four AFLP primers are shown. (b) The
classification overlap generated from the ITS sequence analysis over that generated by the four AFLP primers is shown.
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resto de los aislados formdé un grupo mixto con las
otras seis especies identificadas por ITS. Estos resul-
tados sugieren que, estos iniciadores son buenos para
una primera clasificacion a nivel de género, pero no
son sensibles para separar especies dentro del géne-
ro, a diferencia de lo obtenido con la secuenciacion
del ITS.

Los AFLP se muestran aqui como una herramienta
para la obtencion de las huellas genéticas de estos
aislados y para realizar estudios futuros de las relacio-
nes entre los mismos a nivel de poblacién y especie.
Sin embargo, el andlisis basado en las secuencias
(genealogias de los genes) puede ser mas util para
definir las relaciones filogenéticas entre los clados.
Como ambos enfoques representan procesos evoluti-
vos independientes, la complementacion de los datos
de las secuencias con los datos de los AFLP puede
proporcionar medios mas sdlidos para caracterizar
nuevas cepas, aspecto esencial en el desarrollo de
agentes de control biolégico.
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El analisis de los iniciadores mostro la proyeccion
para cada fragmento de amplificacion seleccionado
después del ajuste del Biplot Logistico Externo y su
relacién con la formacion de grupos. La Figura 2 muestra
que el iniciador AG+CAA permitié separar la especie
H. lixii del restoy el iniciador AG+CAG a la especie T.
asperellum del resto.

Los iniciadores AFLP analizados indicaron que es
posible su empleo para la identificacion rutinaria a ni-
vel de género de las especies de Trichoderma, lo que
sumado a la secuenciacion de regiones conservadas,
permitié la identificacion inequivoca de las mismas, tal
como sefalaron Agrawal y Kotasthane (29). Alternati-
vamente, se pueden analizar un mayor nimero de com-
binaciones de iniciadores a efectos de identificar las
especies mas importantes.

En una investigacion previa en Venezuela (13) se
identificaron 6 especies de Trichoderma por las se-
cuencias de los ITS: T. harzianum, T. virens, T.
brevicompactum, T. pleurotum, T. koningiopsis y T.
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FIGURA 2. Proyeccion para cada fragmento de amplificacion seleccionado después del ajuste del Biplot Logistico Externo
(BLE) corregido por el p-valor, Bonferroni y el pseudo R? de Nagelkerke/Cragg & Uhler’s y su relacion con la formacion de
grupos entre las 68 aislados de Trichoderma procedentes de diferentes cultivos, suelos y estados de Venezuela. Grupo |
(verde), Grupo I1 (azul), Grupo Il (rojo) y Grupo IV (violeta)./ Selected amplification fragment projection after the External
Logistic Biplot (ELB) adjustment and the Nagelkerke/Cragg & Uhler’s pseudos R2, and their relationships with group
formations among the 68 isolates. Group | (green), Group |1 (blue), Group 111 (red) and Group IV (purple).
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asperellum. En el anterior articulo se mencionan otros
dos especimenes encontrados, similares a T.
theobromicola y T. ovalisporum, pero la certeza en su
identificacion no fue explicitada por los autores. En
este estudio encontramos las mismas especies que
Rivas et al. (13), a excepcion de T. pleurotum, y otras
cuatro adicionales: T. ghanense, T. erinaceum, T.
spirale y T. longibrachiatum. En Venezuela también
se ha informado la presencia de T. koningii (30), aun-
que empleando métodos clasicos de identificacion.
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