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Naci el 14 de Septiembre de 1984, fui criado en Santiago y no me he movido de la casa
que me vio crecer, soy el hijo mayor de la pareja de hijos del matrimonio de Luis Pérez
y Maribel Gonzalez, lo que me da a mi y a mi hermana Marcia nuestros rebuscados
apellidos, nifio problema por definicion, durante la ensefianza basica, dos colegios
fueron testigos de mis travesuras, pero finalmente cuando hubo que ponerse serio lo
hice, por motivacién propia entré a un mejor colegio que me dio la preparacién
necesaria para llegar a la universidad, el Liceo Manuel Arriaran Barros, no obstante,
también recuerdo con mucho carifio al desaparecido Colegio Claretiano y al José Luis
Lagrange, donde también aprendi y comparti durante afios importantes de mi vida.

Termine el colegio el afio 2002, para entrar a Licenciatura en Biologia en la Universidad
de Chile el afio 2003, movido tanto por un profundo interés por la ciencia, como por el
miedo de tener que dar una prueba de ingreso nueva, no obstante fue siempre mi
intencion conseguir lo que en el afio 2005, ingresar a la carrera Ingenieria en
Biotecnologia Molecular, ya que si bien mi interes est4 en la ciencia, mi motivacion esta
en sus aplicaciones.

Vivi muchas experiencias, en la Facultad de Ciencias, algunas muy alegres, otras tristes,
de angustia, y dicha, conoci gente maravillosa que ha marcado para siempre mi vida y
mi destino, y ahora que miro hacia atrds, soy consiente que yo no seria el mismo sin
cada una de las experiencias que he vivido, por lo que agradezco cada una de ellas y a
sus actores, y de verdad espero que este no sea un punto final para seguir aprendiendo y
compartiendo con las personas que conoci en estos afios, sino un punto seguido en este
camino que decidi seguir y que me apasiona.
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Figura 1
Alineamiento maestro del codigo de bamas oligonucleotidico basado en los ITS1 e ITS2 para TrichOKEY1.0
(Extraida de Druzimina & Kopchinskiy 2009).

Representacion esquemitica del segmento correspondiente al cluster de genes ribosomales que contiene el amplicon
de inferés (ITS1-5.8S rDNA-ITS2), ademis se muestra la orientacién de los primers ITS1 e ITS4.

Imagen a 100X del espécimen BpT7, las flechas negras muestran e conidioforo, las flechas verdes las ramificaciones
en verticilo, las flechas rojas indican los fialidios en verticilo, las flechas azules muestran conidios en desarrollo ¥
con flechas amarillas hifas. La barra de tamaiio corresponde a 20pm_

Electroforesis del DNA amplificado con los partidores ITS1 e ITS4 que muestra el fragmento de aproximadamente
600pb (indicado con una flecha) a partir del DNA de los aislados BpTF, BpTH, Bp17, BpI6, BpT10a, BpTA, BpTC
y BpIR, () Control negativo, como marcador de peso molecular se usd 160bp (Invitrogen).

Dendrograma de 135 taxas fimgicas. La topologia del se infirié mediante el algoritme de Neighbor- Joining con
1000 iteraciones de bootstrap. Los porcentajes bootstrap se muestem al Iado de cada nodo (Felsenstein 1985). Todas
las ramas que no contenian a ninguma de las secuencias en estndio fueron colapsadas y representadas como
Trichoderma spp. Las muestras analizadas en este trabajo estin representadas con un (e).

Agrupamiento de 32 taxa fingicas. La topologia del se infirié mediante el algoritme de Neighbor- Joining con 1000
iteraciones de bootstrap. Se indican sblo los valores de bootstrap mayores de 50% El dendrograma fue dibujado a
escala, con el largo de las ramas en las mismas unidades que las distancias evolutivas utilizadas para inferir el
dendrograma.

Dendrograma de 10 taxa pertenecientes al pénero Trichoderma. La topologia del dendrograma se infiri¢ mediante el
algoritmo de Neighbor- Joining con 1000 iteracicnes de bootstrap. Los porcentajes con los cuales los taxa se
agrupan en ¢l test de boostrap se muestran al lado de cada nodo.

Pairin de amplicones polimérficos obtenidos mediante PCR-RAFPD con el partidor OPA-03, como marcador de peso
molecular se usé 100 bp (Tavitrogen), las muestras “BpT™ comespouden a aislados del género Trichoderma (ver
detalle en materiales y métodes), HI cepa de Aspergillus, Atcd cepa de Penicillium y Atc 8 cepa de Monascus (ver
detalle en materiales y métodas), (-) Canirol negativo, como marcadar de peso molecular se us6é 100bp (Invitrogen).

Dendrograma de similitud de marcadores RAPD de aislados fiingicos, obtenido usando el coeficiente de similitad de
Nei y Li (1979) y el método de agmpamiento UPGMA, a pariir de una matriz de presencia/ausencia de amplicones
abtenidos mediante PCR-RAPD con los partidores OPA-03, OPA-13, OPX-02, OPBF-15, OPBH-03 y OPBH-20. Los
aislados pertenecen al género Trichoderma (para detalles ver apartado cepas en materiales y métodos). Los valores de
bootstrap menores al 50% no foeron indicados.
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Figura 10
Patron de amplicones obtenidos mediante PCR-RAPD con el partidor seleccionado, para todas los aislados
identificadas como Trichoderma harzianum. Como marcador de peso molecular se usoé 100 bp (Invitrogen), los
aislados estan indicados de acuerdo a la Tabla 1 (ver detalles en materiales y métodos). La flecha indica la banda de
aprox. S00Pb, (-) Control negativo.

FIGUIA 11 e 37
Amplicones obtenidos desde el DNA de las colonias de E. coli transformantes. La amplificacion por PCR se realizd
con los partidores del vector M13 y el amplicon se resolvio por electroforesis en geles de agarosa al 1.2%. La flecha
muestra el amplicon de aproximadamente 650bp. Como marcador de peso molecular se uso6 100bp (Invitrogen). (-)
Control negativo.

FIGUIA 12, e 37
Ubicacion relativa de los partidores en la secuencia de 503pb analizada.

FIGUIA 13, e 41
Amplificacién del marcador SCAR con los partidores TFX2FI-TFX2RI. El PCR se realizo con temperatura de
annealing 64°C, Los amplicones fueron visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 1.2%. Los carriles
1,2,3.4,6,7.8,9.BpTF, BpTH, BpT7, BpT6, BpT10a, BpTA corresponden a los aislados de 7. harzianum, los carriles
BpTR, BpTC, BpT5, BpT10, BpT9 corresponden a 7. atroviride, BpTla corresponde a T.novaezelandiae, BpTP
corresponde a 7. Citrinoviride, BpT2 corresponde a Trichoderma sp. Atcd, AtcS, 9a, 9arl, CIR, HCI y C3F
corresponden a Penicillium spp. Hl y 4a corresponden a Aspergillus spp, HM corresponde a Davidiella sp., 9ar
corresponde a Paecilomyces sp., Atc8 corresponde a Monascus sp., y C3R corresponde a una mezcla de especies
provenientes de compost.(-) control negativo, como marcador de peso molecular se usé 100bp (Invitrogen).

FIgura 14, .o, 42
Amplificacion del marcador SCAR con los partidores TFX2FI y TFX2R1. El PCR se realizé con temperatura de
annealing 64°C, Los amplicones fueron visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 1,2 %. Los carriles
1,2,3,4.,6,7,8,9,BpTF, BpTH, BpT7, BpT6, BpT10a, BpTA corresponden a 7. harzianum, los carriles BpTR, BpTC,
BpT5, BpT10, BpT9 comresponden a T. atroviride, BpTla corresponde a T.novaezelandiae, BpTP comresponde a T,
citrinoviride, BpT2 corresponde a Trichoderma sp., Atcd, Atc5, 9a, 9arl, CIR, HC1 y C3F corresponden a

Penicillium spp. HI y 4a corresponden a Aspergillus spp, HM corresponde a Davidiella sp., 9ar corresponde a
Paecilomyces sp., Atc8 a Monascus sp., y C3R a una mezcla de especies provenientes de compost. (-) control

negativo. Marcador de peso molecular se us6 100bp (Invitrogen).

FIGUIA 15, e 48
Crecimiento en placa Petri de cepas aisladas, identificadas como Trichoderma atroviride, crecidas en PDA a 25°C.
Cortesia de Pedro Castillo.

Visualizacion en nubes de la abundancia relativa de especies del genero Trichoderma, realizado en 1barcode. or
(Singer & Hajibabaei 2009) para los 14 aislados de este trabajo reconocidos como pertenecientes al genero
Trichoderma.
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Secuencia de los partidores 10mer utilizados en la amplificacion RAPD.

Tabla 3. e 23
Identificacion mediante BLAST, del organismo mas relacionado con las secuencias
obtenidas de los aislados en estudio.

Identificacion mediante BLAST del organismo mas relacionado, con las secuencias
sometidas a TrichoMARK.

Mapa haplotipico (Barcode-HAPMAP) construido en www ibarcode or. (Singer &
Hajibabaei 2009)

T T 32
Mapa haplotipico (Barcode-HAPMAP) construido en www iharcode ore (Singer &

Hajibabaei 2009) para todos los aislados nativos identificados como Trichoderma
harzianum.

Evaluacion de combinaciones posibles de partidores para reacciones de PCR
diagnostico.

Ejemplo de una busqueda en BLAST con una secuencia ITS1 e ITS2 de Trichoderma
que mostro un resultado ambiguo. (Extraida de (Druzhinina & Kubicek 2005))
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ABREVIATURAS.
GMO: Genetically Modified Organism (Organismo Genéticamente Modificado)
BCA: Bio Control Agent (Agente de Control Biolégico)
UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (Método de
Agrupamiento de Pares con la Media Aritmética no Ponderada)
ITS: Internal Transcribed Spacer (Espaciador Interno Transcrito)
DNA: DeoxyriboNucleic Acid (Acido DesoxyriboNucleico)
RNA: RiboNucleic Acid (Acido RiboNucleico)
SCAR: Sequence Characterized Amplified Region (Region Amplificada Caracterizada
por la Secuencia)
RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA (DNA Polimorfico Amplificado al Azar)
ORFT: Open Reading Frame (Marco de Lectura Abierto)
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (Herramienta de Busqueda por
Alineamiento Local Basico)
NCBI: National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional para
Informacion Biotecnologica)
PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
SNP: Single Nucleotide Polymorphism(Polimorfismo de Un Nucleotido)
PDA.: Papa Dextrosa Agar (Agar Papa Dextrosa)
ME:; Malt Extract (Extracto de Malta)

MEB: Malt Extract Broth (Caldo de Extracto de Malta)




TAE: Tris Acetato EDTA

TE: Tris EDTA

EDTA: EthyleneDiamineTetraacetic Acid (Acido EtilenDiaminoTetraacético )
SDS: Sodium Dodecyl Sulphate (Dodecil Sulfato de Sodio)

ISTH: International Subcommission on Trichoderma and Hypocrea Taxonomy
(Subcomision internacional en la taxonomia de Hypocrea y Trichoderma)
UFC: Unidades Formadoras de Colonias

RT-PCR: Real Time PCR (PCR en Tiempo Real)




RESUMEN,
Algunas especies del género Zrichoderma establecen interacciones bioldgicas con
diversos micro y macroorganismos (hongos, plantas, animales, etc.). Algunas de estas
interacciones tienen un gran potencial en aplicaciones biotecnolégicas, como por
ejemplo en biocontrol y debido a Ia produccién de enzimas celuloliticas y quitinoliticas,
entre otras posibilidades. Para su aplicacion en soluciones biotecnoldgicas, es
importante hacer una buena identificacion del agente bioldgico y especificamente de la
cepa de interés, de esta manera es posible relacionar sus caracterfsticas fenotipicas con
un perfil genético basado en marcadores moleculares que permitan hacer un
seguimiento del agente biologico durante todas las etapas del proceso de produccion y
aplicacion. En este sentido, el objetivo general del trabajo fue identificar, mediante un
perfil genético un conjunto de cepas nativas del género Trichoderma y desarrollar un
marcador molecular especifico del tipo SCAR (Sequence-Characterized Amplified

Region) para la caracterizacion de las especies.

Para la identificacién de los aislados se secuenciaron las regiones intergénicas de los
genes que codifican para los RNA ribosomales (ITS1 e ITS2) en 29 muestras de hongos
filamentosos aislados desde distintos origenes: 14 de ellas fueron obtenidos desde
muestras ambientales de 4 localidades del sur de Chile, 7 fueron obtenidas desde un
producto comercial y 8 muestras de DNA proporcionadas desde ura coleccion privada

de T. harzianum. Para determinar su identidad hasta el nivel de especies, las secuencias
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obtenidas fueron analizadas mediante las herramientas de DNA barcode
(www.isth.info). De las muestras analizadas 22 de ellas fueron identificadas como
aislados correspondientes al género Trichoderma. Las 7 secuencias provenientes del
producto comercial se analizaron mediante BLAST y se identificaron como
pertenecientes a los géneros Monascus y Penicillium. Las relaciones entre las cepas se

determinaron mediante el software MEGA4.

Para el desarrollo del marcador SCAR, se evaluaron 16 partidores RAPD de 10 mer, de
los cuales solo 6 partidores generaron amplicones reproducibles, de éstos se selecciond
uno de los partidores, el cual entregd un patron de amplicones polimoérficos entre los
aislados analizados. En particular, este partidor gener6 una banda comin, presente solo
en las cepas de la especie 7richoderma harzianum. A partir de este amplicon, se disefio
un marcador molecular de tipo SCAR especifico para esta especie. La capacidad de
discriminacion del marcador SCAR fue evaluada con 14 muestras de 7. harzianum y
con otras cepas de distintas especies fungicas. El marcador permitio distinguir todas las
cepas de Trichoderma harzianum, proporcionando perfiles genéticos distinguibles
cuando se compararon con otras especies de los géneros Trichoderma, Penicillium,
Aspergillus, Davidiella, Paecilomyces, Monascus y una mezcla de especies

provenientes de compost.

Finalmente, se usaron los patrones RAPD para evaluar el grado de polimorfismo de las

cepas de Trichoderma estudiadas y se contrastaron estos resultados con los obtenidos
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mediante el analisis de los fragmentos ITSI e ITS2, lo que resulto en una buena

correlacion de los resultados.
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ABSTRACT.
Some species of the genus 7richoderma establish biological interactions with various
micro and macroorganisms (fungi, plants, animals, etc.). Some of these interactions
have great potential in biotechnological applications, such as in biocontrol and due to
the production of cellulolytic and chitinolytic enzymes, among other possibilities. For
their application in biotechnological solutions, it is important to make a good
identification of the biological agent and specifically of the strain of interest, so it is
possible to relate their phenotypic traits with a genetic profile based on molecular
markers that allow tracking of biological agents at all stages of production and
application. In this sense, the objective of our study was to identify, through a genetic
profile, a set of native strains of the genus Trichoderma and develop a type specific
molecular marker SCAR (Sequence-Characterized Amplified Region) for the

characterization of the species.

For identification of the isolates, intergenic regions of genes that code for ribosomal
RNA (ITS1 and ITS2), were sequenced in 29 samples of filamentous fungi, these were
isolated from different sources: 14 of them were obtained from environmental samples
from 4 locations in southern Chile, 7 were obtained from a commercial product and 8
samples of DNA were provided from a private collection of 7 harzianum. To determine

its identity to species level, the sequences obtained were analyzed by DNA barcode

tools (www.isth.info). Of the tested samples, 22 were identified as corresponding to the




genus Trichoderma. The other 7 sequences from de commercial product were analyzed.
by BLAST and identified as Monascus and Penicillium. The phylogenetic relationships

between strains were determined by MEGA4 software.

To develop the SCAR marker, 16 RAPD primers of 10 mer were evaluated, of which
only 6 primers generated reproducible amplicons, out of these, one of the primers was
selected, which gave a pattern of polymorphic amplicons among the isolates analyzed.
In particular, this primer generated a common band, present only in strains of the
species Trichoderma harzianum. From this amplicon, we designed a SCAR marker
specific for this species. The SCAR marker was evaluated with 14 strains of
Trichoderma and strains from different fungal species. The marker allowed us to
distinguish all strains of Trichoderma harzianum, providing distinct genetic profiles
when compared with other species of the genera Trichoderma, Penicillium, Aspergillus,

Davidiella, Paecilomyces, Monascus and a mixture of species from compost.

Finally, RAPD patterns were used to evaluate the polymorphism of the studied
Trichoderma strains and to contrast these results with those obtained by analyzing the

ITS1 and ITS2 fragments, which resulted in a good correlation of the results.




INTRODUCCION
El género de hongos anamorfos 7richoderma, perteneciente a la division Ascomicota y
al orden Hypocreales, fue descrito por Persoon en 1794, y su asociacion con los
ieleomorfos Hypocrea Fr. fue reconocida por los hermanos Tulasne en 1865. Sin
embargo, su taxonomia se ha mantenido a oscuras hasta décadas recientes (Bissett &
Gams 1998). Las especies del género 7richoderma son abundantes en madera en
descomposicién y suelos (Samuels 1996, Kilein & Eveleigh 1998) llegando a
comprender una porcion mayoritaria de la biomasa total de hongos en dichos ambientes
(Danielson & Davey 1973, Widden & Abitbol 1980, Nelson 1982) lo que resulta de su
éxito en la obtencion de nutrientes en forma saprofitica y en la capacidad de estos
microorganismos para establecer diferentes interacciones bioldgicas con micro y
macroorganismos tales como parasitismo, amensalismo, depredacién e incluso

endofitismo oportunista (Harman 2004).

Algunas especies del género Trichoderma y su teleomorfo Hypocrea tienen gran
relevancia para el hombre como productores de enzimas (Kubicek & Penttila 1998); y
como agentes biocontroladores (BCAs), por sus siglas en ingles, destacando su accién
sobre fitopatégenos. Entre las especies con capacidad biocontroladora se encuentran:
Trichoderma virens, Trichoderma harzianum (Hypocrea lixii), Trichoderma viride
(Hypocrea rufa), Trichoderma atroviride (Hypocrea atroviridis) y Irichoderma

asperellum (Hjeljord & Tronsmo 1998). Algunas especies de Trichoderma, son también




patogenos en mamiferos inmunodeprimidos, incluyendo humanos (Kredics y col. 2003)
los cuales pueden encontrarse como contaminantes intra-domiciliarios (Thrane y col.

2001).

Las propiedades del género Trichoderma como BCAs han sido investigadas por mas de
70 afios (Weindling 1934, Weindling & Fawcett 1936), pero solo recientemente con la
tendencia hacia el abandono del uso de pesticidas y fumigantes quimicos, es que estos
microorganismos se han convertido en productos comerciales disponibles para su uso

como BCAs en el control de fitopatégenos (Hermosa y col. 2000).

Existe una gran diversidad de mecanismos por los cuales estos hongos establecen
interacciones con fitopatogenos. Estas interacciones pueden ser de tipo indirecto como
son la competencia por nutrientes y espacio, modificando las condiciones ambientales o
estimulando el crecimiento y/o el sistema inmune de las plantas mediante endofitismo
(Harman y col. 2004), o de tipo directo como el micoparasitismo, en el cual hongos del
género Trichoderma parasitan directamente a otros hongos como los pertenecientes a
los géneros Phythium, Phytophthora, Botrytis, Rhizoctonia y Fusarium, conocidos
agentes de enfermedades en plantas (Benitez y col 2004; Harman 2006), ademas de
nematodos (Meyer y col. 2001). Otro mecanismo directo esta constituido por relaciones
amensales, asociadas a Ia produccion de antibiéticos y peptaiboles (Benitez y col 2004;

Komon-Zelazowska 2007a; Grondona y col 1997).




La taxonomia del género Trichoderma ha resultado problematica principalmente por la
homoplasia de las caracteristicas fenotipicas, es por esto que las especies tipificadas
mediante caracteristicas de este tipo llegan a estar en un 50% erradas (Druzhinina &
Kubicek 2005). Sin embargo, desde la década del ochenta el uso de marcadores
moleculares ha permitido su identificacion y han ayudado a definir mas claramente las
relaciones filogenéticas entre las especies del género Trichoderma. Entre los marcadores
usados se encuentran; los genes que codifican para la subunidad 2 de la RNA
polimerasa (rpb2), fragmentos del factor de elongacion traduccional 1-alpha (EF-
1alpha=tef7), las porciones codificantes de la endoquitinasa 42 (ech42) y las regiones
diagnosticas de los espaciadores internos transcritos de las regiones ribosomales ITS! e
ITS2 (Druzhinina & Kubicek 2005). Los ITS1 ¢ ITS2 en conjunto con las técnicas de
“fingerprinting” han permitido la resolucion mds fina de las unidades taxonémicas
(Bissett & Gams 1998), que desde mediados de los noventa ha conllevado a la re-

evaluacién de la taxonomia basada en caracteristicas morfologicas.

En el sentido de lo anterior, los laboratorios de Samuels, G.J. (Beltsville, MD, USA), T.
Bomer (Berlin, FRG) y Kubicek, C.P. (Austria, Viena), iniciaron una revisién pionera,
de la seccién llamada Longibrachiatum perteneciente al género Trichoderma, la que fue
descrita en un comienzo por Bissett (Bissett 1991). En dicha oportunidad, los autores
mencionados, combinando métodos moleculares, fisiologicos y morfolégicos, validaron
ampliamente la descripcion de Bissett. Ademds de agregar otras secciones y especies a
la seccion Longibrachiatum y se confirmé por estos métodos la relacidn

anamorfo/teleomorfo entre Hypocrea y Trichoderma (Samuels 1996) (Kuhls y col.




1996) (Kuhls y col. 1997) (Turner y cols. 1997) (Samuels y col. 1998). Por otro lado
cuando secciones mayores fueron investigadas usando métodos moleculares, en
particular los fragmentos ITS1 e ITS2, se intentd un analisis filogenético de todo el
genero (Kindermann y col. 1998). Posteriormente, este estudio ha sido validado por
analisis filogenéticos basados en varios otros marcadores moleculares (Kullnig-
Gradinger y col. 2002) (Chaverri 2003a) (Chaverri 2003b), con lo que finalmente, se
llego a la conclusion que el género Trichoderma consta de tres secciones
(Longibrachiatum, Pachybasium B y Trichoderma), més algunos linajes tinicos

(Druzhinina & Kubicek 2005).

En el afio 2005 se desarrolld un codigo de barras oligonucleotidico basado en un
alineamiento de las secuencias de los ITS1 e ITS2 (Fig. 1) y que consiste en una
combinacion diagndstica de varios sellos oligonucleotidicos, ubicados en esta region
intergénica, que permite la identificacion a nivel de género, clado y especie, basados en
un total de 135 haplotipos de las regiones correspondiente a los ITS1 e ITS2. Con estos
sellos oligonucleotidicos se desarrollo el software 7richOKEY 1.0 (disponible en
www.isth.info) (Druzhinina y col. 2005; Druzhinina & Kopchinskiy 2009). Actualmente
TrichOKEY se encuentra en su version 2.0, la cual es capaz de reconocer 104 especies a
partir de 153 haplotipos de ITS1 e ITS2. El programa entrega los resultados con tres
posibles niveles de confianza; HIGH: cuando el cédigo de barras est4 disefiado en base
a mas de 15 secuencias de especimenes provenientes de aislamientos independientes,

STANDARD: cuando el codigo de barras esta disefiado en base a 6 a 15 secuencias ITS

de especimenes provenientes de aislamientos independientes y el niimero de alelos ITS




no es mas alto que 3 y LOW: cuando la especie esta descrita en base a un solo
aislamiento, o cuando los bordes de la especie no estdn claramente resueltos

filogenéticamente, o cuando el numero de aislados conocidos es igual al numero de

alelos ITS1 e ITS2. Junto con esta herramienta también se encuentran TrichoMARK y
TrichoBLAST, el primero permite detectar uno o varios fragmentos de la secuencia que
corresponden a marcadores filogenéticos y el segundo permite realizar un analisis de
tipo BLAST, contra la base de datos de www.isth.info, que contiene practicamente la
totalidad de las secuencias ITS1 e ITS2 conocidas correspondientes al género

Trichoderma/Hypocrea (Kopchinskiy y col. 2005).

En este trabajo se realizo la identificacion de 21 aislados fungicos, 14 de ellos fueron
obtenidos a partir de muestras ambientales de 4 localidades del sur de Chile, 7 aislados
derivan de un producto comercial, el cual segin su fabricante, esta basado en 3 especies
del género Trichoderma. Los aislados fueron identificados mediante la amplificacion y
secuenciacion de las regiones correspondiente a los ITS1 e ITS2. Para conducir este
analisis se usaron las herramientas 7richOKEY, TrichoMARK y TrichoBLAST
disponibles en el sitio www.isth.info. Ademads, para contrastar los resultados obtenidos,
los datos de secuencias se analizaron usando la herramienta BLAST (Zhang y col. 2000)
disponible en http:/blast.cbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi luego para evaluar las relaciones
intra y entre los especimenes se uso el programa MEGA 4 (Tamura y col. 2007), y para

presentar de manera grafica los resultados del analisis de las secuencias se usaron las

herramientas disponibles en www.ibarcode.org.
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Fig. 1 : Alineamiento maestro del codigo de barras oligonucleotidico basado en los ITS1 e ITS2 para TrichOKEY 1.0,
donde es posible observar las regiones conservadas y polimorficas (sellos) que permiten la identificacion a nivel de
genero clado y especies para Trichoderma (Extraida de Druzhnina & Kopchinskiy 2009)

Ademas de la identificacion de los aislados, el objetivo de este trabajo fue desarrollar un
marcador molecular que permita el seguimiento de dicha especie en las etapas de
formulacion, produccion y utilizacion en campo de un producto basado en
microorganismos como BCAs (Hermosa y col. 2001). Para esto se han propuesto
distintas técnicas que van desde el cultivo en medio selectivo (Jensen y col. 1996), a la
modificacion génica de los organismos (Green & Jensen 1995). Sin embargo, estos

métodos tienen las siguientes dificultades; para el primero es imposible diferenciar las

cepas utilizadas, de cepas propias del lugar y para el segundo si bien es posible el




seguimiento de los organismos en el terreno, no es posible la liberacion de organismos
geneticamente modificados (GMOs) dada la normativa vigente en Chile y la opinién
publica adversa a estos procedimientos. Por lo tanto, una forma de realizar este
seguimiento, es a través de la identificacion de la(s) cepa(s) en uso, mediante

marcadores moleculares especificos (Hermosa y col. 2000).

Entre los marcadores moleculares especificos se encuentran los de tipo SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region) que permiten el seguimiento de aislados
nativos reconocidos como potenciales BCAs. Para identificar este marcador es

necesario purificar el DNA de la muestra para su analisis.

Los marcadores SCAR se obtienen a partir de amplificacion del DNA genémico del tipo
RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA), usando, en este caso, partidores de 10
mer arbitrarios que permiten la amplificacion al azar en el genoma, Los partidores tfiles
son aquellos que proporcionan un “fingerprinting” que revela la presencia de
polimorfismos en el genoma de las cepas en estudio y permite diferenciar las cepas de
Trichoderma entre ellas y con otras especies. Estos polimorfismos luego son
seleccionados y el amplicén de interés es clonado y secuenciado. A partir de la
secuencia se disefian nuevos partidores que amplifiquen especificamente la region que

servira como marcador molecular, constituyéndose de esta manera un marcador del tipo

SCAR.




Objetivos de este Seminario de Titulo son:
1) Identificacién molecular de aislados fingicos.

2) Desarrollar un marcador del tipo SCAR para la caracterizacion de las cepas
reconocidas como Trichoderma harzianum.




MATERIALES Y METODOS
1.- Cepas : 14 cepas fiingicas fueron proporcionadas por Pedro Castillo Del Valle,
(Castillo, 2009), quien en el marco de su tesis de pregrado, aisld, purifico e identific en
base a caracteristicas morfolégicas y pruebas de antagonismo, cepas de hongos con
habitos similares a los del género Trichoderma. El detalle del lugar de colecta de las

muestras y los nombres de estas aparecen en la Tablal.

Tabla 1. Detalle del origen, fuente y lugar de recoleccion de las muestras obtenidas.

Origen
de [a
Nombre Origen Fuente muestra Coordenadas*
o Radicular 39°52'28"S - 71°53'29"0
BpT10 Puerto Fuy Borrago officinalis 731 msnm
' - Radicular 37°12'43"S -~ 72°19'18"0
BpT9 Rio Laja Eucryphia cordifolia 149 msnm
) ‘ Trampa 37°12'43"S - 72°19'18"0
BpTR Rio Laja Raphanus raphanistrum 149 msnm
Follar 35°51'08"S - 71°55'35"0
BpTs Neltume Nothoragus oblicua 516 msnm
Follar 39°52'28"S - 71953'29"0
BpTC Puerto Fuy Berberis microphylla 731 msnm
) Radicular 37912'43"S - 72°159'18"0
BpTé6 Rio Laja Populus nigra 149 msnm
Foliar 39°51'08"S - 71°55'35"0
BpTA Neltume Malus sylvesttis 516 msnm
. 37°12'43"S - 72°19'18"0
BpT7 Rio Laja Prunus insititia Radicular 149 msnm
. Radicular 39°52'28"S - 71°53729"0
BpTi0a  Puerto Fuy Borrago officinalis 731 msnm
Follar 36°52'28"S - 71°53'28"0
BpTH Puerto Fuy Borrago officinalis 731 mshm
o _ - Foliar 37°12'43"S - 72°19'18"0
BpTF Ric Laja Eucryphia cordifolia 149 msnm
Foliar 39951'08"S - 71°55'35"0
BpTia Neltume Luma apiculata 516 msnm
Follar 51°39'53"S - 72°34'25"0
BpTP Puerto Consuelo  Achillea millefolium 27 msnm
Foliar 39°51'08"S - 71°55'35"0
BpT2 Neltume Senecio sp. 516 msnm
* Coordenadas aproximadas.




10

Por otra parte se aislaron 7 cepas filngicas desde un producto comercial basado, segin el
fabricante, en 3 especies del género Trichoderma. Para su aislamiento y purificacion se
utilizaron 3 medios de cultivo: Agar Papa Dextrosa (PDA) OXOID, Medio minimo
mineral Vogel-Bonner (Vogel) y medio en base a extracto de malta (ME) (3% extracto
de malta, 1% sacarosa y 0,75% extracto de levadura). Para la obtencién de las cepas
desde el producto comercial, este se resuspendié en medio fisiologico (NaCl 0,7%)
desde el cual 100pul de una dilucién adecuada se sembrd en cada uno de los medios de
cultivo mencionados. La dilucién se calcul6 en base al titulo rotulado en el envase (25 x
10° UFC/gr). Las placas se incubaron a 23°C por un tiempo suficiente para observar
crecimiento, luego las colonias se transfirieron a medio PDA para su repurificacién y
obtencion de cultivos monospéricos. Los aislados obtenidos se identificaron como Atc4,

AtcS, Atc6, Atc7, Atc8, Atc9 y Atcl0.

Adicionalmente, se utilizdé DNA de 8 aislados de Trichoderma harzianum
proporcionado por un colaborador externo, estas muestras de DNA se rotularon con los

nombres 1,2,3,4,6,7,8y09.

2.- Obtencién y cultivo de aislados monospéricos: Los cultivos monospéricos se
obtuvieron mediante diluciones seriadas de conidias de los aislados purificados. Para
esto se tomaron 100 pl de las diluciones 10, 10y 107 y se sembraron en medio PDA,
las placas se incubaron a 23°C hasta que se obtuvieron colonias individuales (2 a 3 dias)

provenientes de solo una conidia. Los aislados obtenidos fueron mantenidos en medio
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PDA a 23°C (Bissett & Gams 1998).

3.- Preparaciones al microscopio: Para llevar a cabo observaciones de la morfologia
de las especies en estudio se realizaron tinciones con azul de metileno basadas en el
método  de  Riddell (1950), modificado por Ellis, disponible en

http://www.mycology.adelaide. edu.au/Laboratory Methods/Microscopy Techniques an

d_Stains/slide.html, las imagenes fueron obtenidas en un microscopio éptico Olympus

BX61, las fotos fueron tomadas con un equipo Diagnostic modelo 25.4 2mp slider y las

imagenes procesadas con el software Spot version 4.5.9.9.

4.- Extraccion del DNA:

In6culos de las colonias monosporicas, fueron cultivados en medio liquido en base a
extracto de malta (MEB) a 150 rpm y 23°C durante 3-5 dias dependiendo de la densidad
del cultivo. Los micelios obtenidos fueron lavados tres veces con 10 ml de agua
destilada, centrifugando a 5500 rpm por 20 minutos entre cada lavado. Luego un
volumen de aproximadamente 1 ml de micelio hidratado fue transferido a tubos
Eppendorf de 1.5ml y centrifugado a 14.000 rpm por 20 minutos para eliminar el exceso
de sobrenadante. Para la lisis del micelio se usé una variante del método descrito por
Siddique y col. 2007, para ello los micelios se resuspendieron en 1,0 ml de buffer de
lisis (2%Triton, 1%SDS, 100mM NaCl, 10mM Tris HCI pHS8, ImM EDTA) y se

incubaron toda la noche a 50°C. Luego se agregd RNAsa (Sigma®) a una concentracion

final de 50pug/ml y se incubd por 15 minutos a 37 °C, finalmente el micelio en buffer de
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lisis, fue sometido a 3 pasos de congelamiento-descongelamiento, desde -80°C a +80°C

durante 15 minutos en cada caso.

Para la extraccion del DNA se utilizé el método de Fenol-Cloroformo, segin Hoffman
& Winston. (1987), para esto, el material suspendido en buffer de lisis fue centrifugado
a 8000 rpm por 10 minutos y al sobrenadante recuperado y se le agregd 1 volumen de
fenoi:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (Winkler®). Luego se agito suavemente y
se centrifugd a 13.000 rpm por 10 minutos, se colectd la fase superior, se agregé 1
volumen de cloroformo:alcohol iscamilico (24:1) (Winkler®), luego de agitar
suavemente se centrifugé a 13.000 rpm por 10 minutos. Para precipitar el DNA de la
fase acuosa (superior) se colectd y se agregaron 2 voliimenes de etanol 95% y 1/10 de
acetato de sodio 3M y se dejo por una hora o mas a -20°C. El DNA precipitado se
obtuvo por centrifugacion a 13.000 rpm por 15-20 minutos a 4°C, se descartd el
sobrenadante y el pellet se secéd a temperatura ambientie. Finalmente el DNA se

resuspendi6 en buffer TE (Tris-HCl 10 mM y EDTA 1mM pH 8.0).

5.~ Electroforesis en gel de agarosa:
Para determinar la calidad y concentracion del DNA purificado, éste se utilizé
electroforesis en gel de agarosa, 0,8% preparado en buffer TAE (Tris-acetato 40 mM y

EDTA 1 mM) con bromuro de etidio a una concentracién final de 1 pg/ml. El gel se

cargé con Spl de cada aislado y se usd como marcador de peso molecular, el DNA del

fago lambda digerido con HindlIl (Invitrogen®). La electroforesis se realizé a 70-80 V
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por 2-3 horas con una fuente de poder (Bio-Rad power pac 300), para visualizar el

DNA, los geles fueron observados en un transiluminador UV y fotografiados.

6.~ Amplificacién del fragmento ITS1-5.8S rDNA-ITS2 mediante PCR y
secuenciacion: Para esto se utilizaron los partidores ITS1:
5"TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’ e ITS4: ’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’ (White
y col. 1990}, los partidores fueron comercialmente provistos por Alpha DNA (Montreal,
Quebec, Canada) estos amplifican un fragmento correspondiente a las regiones

intergénicas ITS1, 5,8S e ITS2 de la regién ribosomal (Fig. 2).

S MLy
[ TBS TRNA Yo LS [ SOSTRNA e ZESTRNA
. [
. —
~500-800bp

Fig. 2: Representacién esquemdtica del segmento correspondiente al cluster de genes ribosomales que conticne el
amplicon de interés (ITS1-5.88 rDNA-ITS2), ademds se muestra la orientacion de los primers ITS1 ¢ ITS4 (Extraida
de Embong y col. 2008).

Las amplificaciones fueron llevadas a cabo en un volumen total de 251, usando 1ul de
DNA genémico (20 = 5 ng), los partidores fueron usados a una concentracién de 400
nM cada uno y la concentracién del resto de los reactivos corresponden a las del
producto GoTaq® Green Master Mix Promega 1X (200 pM dNTP, 1,5 mM MgCl),
utilizado para la amplificacién. La reaccion se realizé con el siguiente programa:
desnaturacidn inicial de 3 minutos a 94°C para luego seguir con 37 ciclos consistentes

en una primera fase de desnaturacion a 94°C por 30 segundos, luego una hibridacién de

30 segundos a 55°C y 3 minutos de extension a 72°C y finalmente una extensién de 20
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minutos a 72°C, en el termociclador Minicycler modelo-150 de MJResearch™.

Los productos de PCR fueron evaluados en geles de agarosa al 1,2%, bajo las

condiciones indicadas anteriormente. Se cargaron 5pl de cada amplificado para ver la
presencia o ausencia de amplicones y se usé como marcador de tamafio molecular

100bp (Invitrogen®).

La secuenciacion del DNA fue realizada por la empresa Macrogen Inc. a quien se le

enviaron 20 ul del producto de PCR en concentraciones que fueron entre 20 y 39 ng/ul

y se utiliz6 para esto el partidor ITS1.

7.- Identificacion y Analisis de relaciones: El analisis de relaciones se realizo usando
la herramienta de busqueda por similitud de NCBI, BLAST (Basic Local Aligment

Search Tool, www.ncbi.nih. gov/BLAST), y la identificacion se hizo mediante la

herramienta 7richOKEY2.0 disponible en www.isth.info.

Todas las  secuencias identificadas como  pertenecientes al  género
Trichoderma/Hypocrea mediante 7richOKEY2.0, fueron sometidas a TrichoMARK
para luego construir los alineamientos, las secuencias Atc no fueron sometidas a
TrichoMARK, pero fueron alineadas y editadas en funcion de éste. En los analisis que

se incluyeron las especies mas relacionadas a la secuencia en estudio, éstas fueron

obtenidas directamente desde BLAST, como la especie con un menor e-value,
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relacionada a la secuencia “input” del analisis.

Los alineamientos fueron hechos usando el programa MEGA 4 (Tamura y col. 2007), y
para construir los dendrogramas se uso el andlisis de agrupamiento de Neighbor-Joining
(Saitou & Nei 1987). La robustez de los nodos se evalud por analisis de bootstrap
(Felsenstein 1985) con 1000 iteraciones. Todas las posiciones que contienen gaps e

informacion faltante, fueron eliminadas del set de datos (opcion de delecion completa).

Para los casos en que la especie mas relacionada presentaba diferencias con la especie
identificada en este trabajo, se construyd un mapa haplotipico (HAPMAP) en el sitio

www.ibarcode.org con el fin de mostrar las diferencias entre las secuencias ITS de

dichos organismos. Luego para graficar la abundancia relativa de las distintas especies
de Trichoderma identificadas se construyd un esquema en nubes con los nombres de las

especies, en el mismo sitio web del analisis HAPMAP.

8.- Marcadores RAPD: Para la amplificacion del DNA genomico se probaron 16
partidores arbitrarios de 10 mer, (Operon, Huntsville, USA) los que se muestran en la
Tabla2. A partir de los patrones de amplicones obtenidos se seleccionaron los partidores
que generaron bandas polimorficas. Las condiciones de los reactivos de amplificacion
fueron las mismas del protocolo de amplificacién de los ITS. Como control positivo se
realizo una amplificacion de los fragmentos ITS. El ciclo térmico fue aquel indicado por
Lehmann y col. (1992), que consiste en una denaturacion inicial de 5 minutos a 94°C,

seguido de 45 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 36°C y 2 minutos a 72°C, y una
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extension final de 10 minutos a 72°C, usado un termociclador Axygene modelo

Maxygene gradient,

Los productos de PCR fueron evaluados en geles de agarosa al 1,5% con bromuro de
etidio a una concentracion final de 1 pg/ml, en TAE 1X. Los geles se cargaron con 10ul
de cada reaccidon, Para determinar el tamafio del amplicon se usé el software Kodak
Digital Science 1D V.2.0.1 usando como marcador de tamafio molecular 100 bp

(Invitrogen®).

Tabla 2. Secuencia de los partidores 10mer utilizados en la amplificacion RAPD.

Nombre Secuencia Nombre Secuencia

OPA-03 | AGTCAGCCAC | OPBF-20 { ACCCTGAGGA
OPA-13 | CAGCACCCAC | OPBG-04 | GTTCCCGACA
~QPC-16 | CACACTCCAG | OPBG-07 | CAGAGGTTCC |
OPX-02 | TTCCGCCACC | OPBG-08 | GACCAGAGGT
OPBF-06 | TCCACGGGCA | OPBG-12 | CCCGAGAAAC
OPBF-15 | ACGCGAACCT | OPBH-03 | GGAGCAGCAA
OPBF-17 | CAAGCTCGTG { OPBH-11 | AGCCCAAAGG
OPBF-19 | TTCCCGCACT | OPBH-~20 | CACCGACATC

La comparacion en los perfiles de amplicones obtenidos con los partidores 10 mer
seleccionados, se llevo a cabo en base a la presencia/ausencia (1/0) de amplicones del
mismo tamafio. Para el andlisis de los datos se usé el coeficiente de Nei y Li (1979)
también conocido como el coeficiente de Dice (Kosman & Leonard 2005) y que se
puede representar de la siguiente manmera: [ 2a/2a+b+c ], donde a corresponde al

numero de bandas presentes en las dos muestras de un par y luego 4 y ¢ corresponden al
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numero de bandas presentes en una y otra muestra. Este coeficiente no considera la

ausencia de bandas como caracteristicas comunes,

A partir de la matriz de similitud se construyé un dendrograma usando el método,
UPGMA en el programa computacional TREECON versién 1.3b (Van de Peer & De

Wachter 1994), considerando un bootstrap de 1000 iteraciones (Felsenstein 1985),

9.- Clonacién y secuenciacién de un amplicoin RAPD: Para secuenciar el fragmento
polimérfico identificado en el andlisis de RAPD, este fragmento fue clonado segim se
indica a continuacion, El amplicén de interés fue purificado usando el kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up system (Promega), luego para la clonacion se utilizd el producto
purificado y el kit InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas) para la transformacion
de E. coli, segin instrucciones de los fabricantes. Los transformantes se crecieron en
medio Luria-Bertani (LB) y se seleccionaron por su resistencia a ampicilina (50 pg/ml)
y por su incapacidad de hidrolizar el compuesto X-gal en presencia de IPTG. La
presencia del inserto esperado se corrobor6 por PCR de colonias usando los partidores
MI3F (5’GTAAAACGACGGCCAG3") y MI3R (5'CAGGAAACAGCTATGACC3"
del vector. Una muestra directa de la colonia se resuspendid en la mezcla de reaccion
para 25 pl, que contenia los partidores a 400 nM cada uno y GoTagq® Green Master Mix
Promega 1X (200 pM dNTP, 1,5 mM MgCl), el ciclo de PCR corresponde al
especificado por el fabricante del kit InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas)

excepto en un primer paso de lisis/denaturacion a 94°C por 5 minutos, El resultado de la

reaccion de PCR se evaluo en geles de agarosa al 1.2%.
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La secuenciacion del producto amplificado fue encargada a la empresa Macrogen Inc.
usando los partidores M13F y M13R, el resultado de la secuenciacion se evalud usando
BLAST (Zhang y col. 2000) para dilucidar si dicha secuencia posee alguna identidad

con secuencias conocidas presentes en la base de datos de NCBI.

10.- Diseiio de partidores y PCR diagnéstico de los partidores SCAR: Los
partidores fueron disefiados en base a la secuencia obtenida para el amplicon de 503 pb
obtenido con el partidor seleccionado. Para esto se uso la herramienta Primer-BLAST
(Rozen & Skaletsky 2000) de NCBI disponible en

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ y que usa las herramientas Primer3

(Rozen & Skaletsky 2000). Para el disefio de partidores especificos para la secuencia
“input”, y BLAST para evitar que dichos partidores puedan amplificar otras secuencias.
De esta manera se diseflaron 5 partidores, 2 directos (TFX2F y TFX2FI) y 3 reversos

(TFX2R, TFX2RI y TEX2R1).

Para evaluar los partidores disefiados, y definir la temperatura de annealing del PCR se
utilizé6 como templado el DNA de BpTF, las condiciones de los reactivos (DNA, MgCl,
etc) fueron las mismas del protocolo de amplificacion de los ITS y RAPD, excepto que
la concentracion de los partidores fue de 200nM y se uso el siguiente ciclo térmico de
PCR: denaturacion inicial de 3 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto de
denaturacion a 94°C, 1 minuto de annealing, cuya temperatura vari6 entre 40° y 64°C, 1

minuto de extension a 72°C para terminar con una extension final de 7 minutos a 72°C.

El ciclo usado constituye una variacion del ciclo descrito por Paavanen-Huhtala y col.
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2000, y se realizé6 en un termociclador Axygen Maxygen con una gradiente de
temperatura. Como control positivo se amplificaron los fragmentos ITS usando las
mismas condiciones antes mencionadas, en este caso se us6 una temperatura de
annealing de 54.4°C. Determinadas las condiciones del ciclo térmico se evaluaron los
partidores con 8 aislados identificados como Trichoderma y que pertenecen a 4 especies
distintas, también se probé la amplificacién con 7 especies de Penicillium, 3 de
Aspergillus, 1 de Davidiella, 1 de Paecilomyces, 1 de Monascus y una mezcla de

especies provenientes de compost.




RESULTADOS
1.- Caracterizacion morfolégica de los aislados |
En la figura 3 se muestra los caracteres morfologicos del conidioforo de la cepa BpT7
tomada como representativa del género 7richoderma, dicho espécimen fue aislado
desde una muestra radicular de Prunus insititia. En esta figura se observa la presencia
de un conidioforo que tiene un eje principal ancho con ramas apicales y distales a
intervalos regulares, que se vuelven progresivamente mas cortas y angostas en un
enramado repetitivo verticilado, que resulta en una estructura piramidal. También se
observan ramificaciones terminadas en fialidios en verticilo, los fialidios presentan una
forma lageniforme y es posible observar el cuello conidiogénico y las primeras conidias

en formacion.

Fig. 3 Imagen a 100X del espécimen BpT7, las flechas negras muestran ¢l conidioforo, las flechas verdes las |
ramificaciones en verticilo, las flechas rojas indican los fialidios en verticilo, las flechas azules muestran conidios en
desarrollo y con flechas amarillas hifas. La barra de tamaiio corresponde a 20pm.

20
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En el Anexo II se muestra las caracteristicas morfologicas de los conididforos de los

otros aislados de Trichoderma, usados en este trabajo.

2.- Identificacién Molecular de los aislados fingicos

Para la identificacion molecular de los aislados fiingicos se purificé el DNA total de
cada muestra y se obtuvieron preparaciones de DNA de alto peso molecular de tamafio
igual o superior a las 23kb de acuerdo a lo estimado por comparacién con el marcador
de peso molecular. Posteriormente, se amplificé y secuencié la region de los ITS y se
realizo un andlisis de alineamiento de secuencia mediante BLAST, La identificacién de

los aislados se realizd usando la herramienta 7richOKEY2.0.

2.1.- Amplificacion por PCR de las regiones intergénicas ITS1 e ITS2 y
secuenciacion.

En la figura 4 se muestran los amplicones obtenidos a partir del DNA total de un grupo
de los aislados fingicos obtenidos desde muestras ambientales. En todas las reacciones
de amplificacion usando los partidores ITS1 e ITS4, se obtuvo un amplicéon de un
tamafio de aproximadamente 600 pares de bases, que comprende la regién intergénica

ITS 1 e ITS 2 ademas del rDNA de 5.8S como se indica en la Figura 2.
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Fig. 4. Electroforesis del DNA amplificade con los partidores ITS1 e ITS4 que muesira el fragmento de
aproximadamente 600pb (indicado con una flecha) a partir del DNA de los aislados BpTF, BpTH, BpT7, BpT6,
BpT10a, BpTA, BpTC y BplR, (-) Control negativo, como marcador de peso molecular se usé 100bp (Invitrogen).

2.2.- Anilisis de la secuencia de la regién ITS.

Las secuencias de los amplicones fueron analizadas por la herramienta BLAST. En la
Tabla 3 se muestra el resultado de este andlisis, que muestra que las secuencias
derivadas de los 14 aislados nativos, identificados morfolégicamente como
Trichoderma (Castillo, 2009), se relacionan con 7 especies del género
Trichoderma/Hypocrea con porcentajes de cobertura de entre un 60 y 97% y porcentajes
de identidad de entre 98 y 99%. Por su parte las secuencias derivadas de los aislados
obtenidos del producto comercial, se relacionan con 2 especie del género Monascus con
porcentajes de cobertura de entre un 50 y 75% y porcentajes de identidad de entre 99 y
100% respectivamente y con 2 especies del género Penicillium con porcentajes de

cobertura de entre un 58 y 59% y un porcentaje de identidad de 99%.
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Tabla 3: Identificacion mediante BLAST, del organismo més relacionado con las
secuencias obtenidas de los aislados en estudio.

% %

Nombre Organismo mas relacionado N° de acceso cobertura  identidad

BpT10 Trichoderma atroviride isolate DB-T7 F1426394 97% 95%
Bpm@ Trichoderma atroviride isolate DB-T7 F1426394 63% 99%
BpTR Hypocrea koningil strain xsd08052 FJ478089 82% 99%
BpTS Trichoderma virlde isolate DB-023 F1426389 62% 99%
BpTC Hypocrea koningii strain xsd08052 F478089 4% 95%
BpT6 Hypocrea lixil strain PPRI 3772 EF113585 72% 98%
BpTA Hypocrea lixii strain PPRC-ET28 F1461561 61% 98%
BpT?7 Hypocrea lixii strain UNISS 11-70 EF596947 71% 99%
BpT10a  Hypocrea lixil strain UNISS 23-28 EF596951 65% 99%
BpTH Hypocrea lixif strain UNISS 11-70 EF596947 67% 99%
BpTF Hypocrea lixii strain UNISS 11-70 EF596947 60% 99%
BpTla Hypocrea novaezelandiag AY154925 60% 99%
BpTP Trichoderma citrinoviride strain DAOM 172792  EU280098 69% 99%
BpT2 Trichoderma longipile strain xsd08108 F1481019 75% 98%
Atcl0 Monascus ruber AB477256 56% 99%
Atc9 Monascus pilosus strain BCRC31502 AY750725 56% 99%
AtcB Monascus pilosus strain BCRC31503 AY750725 56% 99%
Atc? Monascus ruber AB477256 55% 100%
Atch Monascus ruber AB477256 70% 100%
Atcs Penicillium chrysogenum strain SL302 FI549439 58% 99%
Atcd Penicillium roseopurpureum strain NRRL 2064  AFQ33415 59% 99%

(“BpT”) aislados nativos.
(“Atc”) aislados fiingicos obtenidos desde muestra de producto comercial.

Luego al someter estas secuencias al programa TrichoMARK, con ¢l fin de obtener solo
el fragmento de la secuencia relevante para la identificacion, y llevar el resultado
nuevamente a la herramienta BLAST (Tabla 4) observamos que los aislados BpT se
relacionan con solo 5 especies del género Hypocrea/Trichoderma. Seis de estos aislados
se relacionan con 3 cepas de Hypocrea lixii/Trichoderma harzianum (GJS 05-39, CNRA
347, 5-7T), todas con un 100% de cobertura e identidad. Estos datos sugieren que los
aislados relacionados con Hypocrea lixii son més polimorficos, tal como lo sefalara

Chaverri y col 2003b,
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Tabla 4: Identificaciéon mediante BLAST del organismo més relacionado, con las
secuencias sometidas a TrichoMARK.

NO de % Ye

Nombre Secuencia mas relacionada acceso cobertura  identidad

BpT10  Trichoderma sp. 3S5C F1861462 100% 100%
BpT9 Trichoderma sp. 355C F1861462 100% 100%
BpTR Trichoderma sp. 355C Fl861462 100% 100%
BpTh Trichoderma sp. 355C F1861462 100% 100%
BpTC Trichoderma sp. 355C F1861462 100% 100%
Bpie Hypocrea lixii strain GIS 05-93 Fl442645 100% 100%
BpTA Hypocrea lixii strain CNRA 347 EU598538 100% 100%
BpT7 Hypocrea lixii strain GIS 05-93 Fl442645 100% 100%
BpTi0a Hypocrea lixii strain 5-7T F1654687 100% 100%
BpTH Hypocrea lixii strain GIS 05-93 Fl442645 100% 100%
BpTF Hypocrea lixii strain GIS 05-93 Fl442645 100% 100%
BpTia  Hypocrea novaezelandiae Ir. 501 AY154925 100% 100%
BpTP Trichoderma citrinoviride strain CCRC33610 AF414333 100% 100%
BpT2 Trichoderma spirale strain 3S4E F1861463 100% 100%
Atcl0 Monascus fumeus isolate N2 FJ974049 100% 100%
Ao Monascus fumeus isolate N2 F3974049 100% 100%
Atc8 Monascus fumeus isolate N2 1974049 100% 100%
Atc7 Monascus fumeus isolate N2 F1974049 100% 100%
Atch Monascus fumeus isolate N2 FJ974049 100% 100%
AlcS Penicillium sp. DQ25 F1647576 100% 100%
Aicd Penicillium roseopurpureum strain NRRL 2064  AF033415 100% 100%

(“BpT™) aislados nativos.
(“Ate”) aislados fitngicos obtenidos desde muestra de producto comercial.

Con esta reevaluacion de las secuencia con BLAST post TrichoMARK, observamos una
mejora en los porcentajes de identidad y cobertura para todos los aislados, obteniéndose
tanto para la identidad como para la cobertura un 100% en todos los casos. Los datos de
secuencia también indican que los aislados obtenidos desde el producto comercial no se
relacionan con 7richoderma. Ellos se relacionan con una especie del género Monascus
(M fumeus) y con dos especies del género Penicillium (P. chrysogenum y P

roseopurpureum),
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Mediante el andlisis con el programa TrichOKEY2.0 (Tabla 5), se confirma que los
aislados se adscriben a 5 especies de Trichoderma, incluyendo una especie no
identificada (BpT2), que segun el analisis anterior (Tablas 3 y 4) se encuentra

relacionada con Trichoderma spirale.

Los aislados (BpT10, BpT9, BpTR, BpT5, BpTC) que previamente fueron identificados
como Irichoderma spp. (Tabla 3 y 4), mediante el analisis de sus secuencias con

TrichOKEY?2.0 fueron adscritos a la especie Trichoderma atroviride con un alto nivel de

confianza (Tabla 5).

Para el caso, de los aislados obtenidos desde el producto comercial, el andlisis
TrichOKEY 2.0 (Tabla 5) corrobora que no corresponden a secuencias del género
Trichoderma, y también usando 7richOKEY 2.0 se comprobd que las muestras de DNA

(1,2,3, etc) corresponden a 7. harzianum,
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Tabla 5: Identificacion de especies por andalisis de las secuencias ITS mediante

TrichOKEY 2.0

Nombre Especie seguin ISTH Confiabilidad
BpT10 Hypocrea atroviridis/ Trichoderma atroviride High
BpT9 Hypocrea atroviridis/Trichoderma atroviride High
BpTR Hypocrea atroviridis/ Trichoderma atroviride High
BpT5 Hypocrea atroviridis/Trichoderma atroviride High
BpTC Hypocrea atroviridis/Trichoderma atroviride High
BpT6 Hypocrea lixii/Trichoderma harzianum High
BpTA Hypocrea lixil/Trichoderma harzianum High
BpT7 Hypocrea lixii/Trichoderma harzianum High
BpTi0a  Hypocrea lixii/TrHchoderma harzianum High
BpTH Hypocrea lixii/Trichoderma harzianum High
BpTF Hypocrea lixij/Trichoderma harzianum High
BpTia Hypocrea novaezelandiae Standard
BpTP Hypocrea schweinitzii/Trichoderma citrinoviride High
BpT2 Especie no identificada de Hypocrea/Trichoderma

Atc10 La secuencia consultada no pertenece a Hypocrea/Trichoderma.

Atco La secuencia consultada no pertenece a Hypocrea/Trichoderma.

Atc8 La secuencia consultada no pertenece a Hypocrea/Trichoderma.

Atc7 La secuencia consultada no pertenece a Hypocrea/Trichoderma.

Atce La secuencia consultada no pertenece a Hypocrea/Trichoderma.

Atc5 La secuencia consultada no pertenece a Hypocrea/Trichoderma.

Atc4 La secuencia consultada no pertenece a Hypocrea/Trichoderma.

2.2.1.- Andlisis de relaciones.

Para el primer analisis se tomaron 114 secuencias de ITS1 e ITS2 correspondientes a
especies del género 7richoderma, disponibles en la base de datos de la Sub-Comision
Internacional para la Taxonomia de Trichoderma/Hypocrea

(http://www.isth.info/tools/blast/show_all_seq.php). Con estos datos se construy6é un

alineamiento donde se incluyeron las secuencias de los amplicones obtenidos con los
partidores ITS1 e ITS4, correspondientes a los aislados nativos de 7richoderma. Con
este alineamiento se construyd un dendrograma, que presento altos valores de bootstrap,

y que muestra que todos los aislados derivados de muestras ambientales se agrupan

o
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dentro del cluster correspondiente a las especies del genero Trichoderma/Hypocrea. Por
su parte los aislados derivados del producto comercial formaron un grupo independiente

de Trichoderma, con un bootstrap del 99% y que se us6 como outgroup (Figura 5),

En el set de datos para la formacion del dendrograma de la Figura 5 se us6 un total de
137 posiciones, y el dendrograma se enraiz6 con el grupo de aislados obtenidos desde el
producto comercial. El dendrograma muestra las 3 secciones de grupo
Trichoderma/Hypocrea separadas por altos valores de bootstrap (Druzhinina & Kubicek
2005). Los aislados de este estudio se ubican en los 3 grandes grupos dentro del género

Trichoderma/Hypocrea.
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Fig. 5. Agrupamiento de 135 taxas fiingicas. La topologia del dendrograma se infirié mediante ¢l algoritmo de Neighbor- Joining con
1000 iteraciones de boatstrap. Los porcentajes bootstrap se muestran al lado de cada nodo (Felsenstein 1985). Todas las ramas que no
conteniz a ninguna de las secuencias en estudio fieron comprimidas y representadas como Trichoderma sgp. Las muestras
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La Figura 6 muestra el agrupamiento de las secuencias ITS derivados de los aislados y
sus respectivas especies més relacionadas. La ubicacién de los aislados estd en
congruencia con los resultados del andlisis mediante 7richOKEY 2.0 (Tabla 5). El
dendrograma de la Figura 6 esta construido en base a 360 posiciones en el set de datos

final.
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Fig. 6. Agrupamiento de 32 taxa fiingicas. La topologia del dendrograma se infirié mediante el algoritmo de
Neighbor- Joining con 1000 iteraciones de &ootstrap. Se indican sélo los valores de bootstrap mayores de 50% El
dendrograma fue dibujado a escala, con el largo de las ramas en las mismas unidades que las distancias evolutivas

utilizadas para inferir el dendrograma.
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En la Figura 6 se observa que Hypocrea lixii FJ442645, que caracteriza al grupo de
Trichoderma harzianum, se agrupa con los aislados obtenidos en este estudio y que
fueron identificados como 7richoderma harzianum. y no con Hypocrea lixii Th4 ni

Hypocrea lixii Th2.

En la Figura 5, dentro de la seccion Pachybasium B, se observa el linaje unico
representado por 7richoderma spirale (Kullnig-Gradinger 2002), asociado a esta especie
se encuentra el aislado BpT2, el cual presenta, 5 mutaciones cuando se comparan con 7.
spirale, las que comprenden 4 inserciones/deleciones y 1 transversion (Tabla 6). Por
otro lado, la cepa BpT1a difiere con su organismo mas relacionado (H. novaezelandiae)

en solo 1 posicion, que corresponde a una mutacion del tipo transicion (Tabla 6).

Tabla 6: Mapa haplotipico (Barcode-HAPMAP) construido en www.ibarcode ore.
(Singer & Hajibabaei 2009)

Posici6én” 115]116 | 117384 393 Posici6n* 61
Trichoderma spirale s nov';:zzf;::iae
FISatacs -] - G AY154925
BpT2 _ _ BpT1ia G

*Las posiciones son relativas y no reflejan relacion con las bases del fragmento ITS.

Las secuencias de los aislados nativos identificados como 7Trichoderma
harzianum=Hypocrea lixii, fueron analizadas de manera independiente. Para ello las
secuencias fueron alineadas con el programa MEGA 4 (Tamura y col. 2007). Con el
alineamiento obtenido se construyé el mapa haplotipico (HAPMAP) que muestra las

variaciones nucleotidicas del fragmento ITS (Tabla 7) para esta especie.
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Tabla 7: Mapa haplotipico (Barcode-HAPMAP) construido en www.ibarcode. org,
(Singer & Hajibabaei 2009) para todos los aislados nativos identificados como
Trichoderma harzianum.

Posicion* 359 | 364
BpT6 G G =
BpT7 -

BpTF

BpT10a - | - [

* Las posiciones son relativas y no reflejan relacion con las bases del fragmento ITS.

Por otra parte, se determinaron los agrupamientos de estos aislados mediante la
construccion de un dendrograma (Fig. 7), en el cual se observan 3 grupos: el grupo A,
caracterizado por H. lixii FJ442645 que incluye a BpT6, BpT7, BpTF y BpTH, el grupo
B caracterizado por H. /ixii FJ654687 y que incluye a BpT10a, y por ultimo el grupo C,
caracterizado por A. [ixii EU598538 donde se agrupa BpTA. En el set de datos
utilizados hubo un total de 411 posiciones, de las cuales 3 dan cuenta de las diferencias
entre cepas, las otras 4 son eliminadas del set de datos por la formacion de gaps (Tabla

7).
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Fig. 7. Dendrograma de 10 taxa pertenecientes al género Thichoderma. La topologia del dendrograma se infirié

mediante €l algoritmo de Neighbor- Joining con 1000 iteraciones de bootstrap. Los porcentajes con los cuales los
taxa se agrupan en el test de boostrap se muestran al lado de cada nodo.

3.- Variabilidad genética de los aislados mediante anilisis de RAPD
Para el analisis de RAPD se probaron 16 partidores de 10 mer de los que se
seleccionaron 6 (OPA-03, OPA-13, OPX-02, OPBF-15, OPBH-03 y OPBH-20) los que

dieron patrones de amplicones polimdrficos.

En la Figura 8 se muestra un gjemplo del patron de amplicones obtenidos para la
reaccion de PCR-RAPD con el partidor OPA-03, con distintos DNA fingicos. En el
analisis de RAPD se incluyeron los aislados nativos identificados como Trichoderma
spp., y los aislados; Atc8, Atc4 y HI, pertenecientes a los géneros Monascus,

Penicillium y Aspergillus respectivamente.




Fig. 8. Patron de amplicones polimérficos obtenidos mediante PCR-RAPD con el partidor OPA-03, como marcador
de peso molecular se usé 100 bp (Invitrogen), las muestras “BpT™ corresponden a aislados del género Trichoderma
(ver detalle en matenales y métodos), HI cepa de Aspergillus, Atc4 cepa de Penicillium y Atc 8 cepa de Monascus
(ver detalle en matenales y métodos), (-) Control negativo, como marcador de peso molecular se usé 100bp
(Invitrogen).

Los amplicones obtenidos presentaron tamafios en el rango de 200-2350 pares de bases.
Para el analisis se consideraron sélo aquellos amplicones con alta intensidad vy
reproducibles, que en su conjunto dieron un total de 90 caracteres. Los patrones de
marcadores RAPD fueron representado por una matriz de presencia/ausencia (1/0), a
partir de la cual se realizo un analisis de cluster (UPGMA) con el software TREECON

version 1.3b (Van de Peer & De Wachter 1994), para finalmente construir dendrogramas

(Fig 9).

Del dendrograma se puede observar que los aislados identificados previamente como 7.
atroviride no pudieron distinguirse entre si por este analisis, ya que no presentaron

variabilidad genética en estos marcadores. Por el contrario, los aislados identificados
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como 7. harzianum presentaron 4 patrones RAPD polimorficos que permiten distinguir
a los aislados. Excepto BpTF y BpTH que presentaron el mismo patron al igual que

BpT7 y BpTA.

A8 |
g2 Bpl=
IOOI BpT10
BpTo T atroviride
DpTC
BpTR
58| 100 BpTF
—95| I BpTH
BpT6

81 100) BpT~

IBpTa

BpTl0a

BpTla | T novaezelandiae
BpTP |

T_ errinoviride
BpT2 | T sp

fMonascus sp

2

T harzianum

0.9 0.8 0.7 0.6 0.15 0.4 03 0.2 0.1

Fig. 9. Dendrograma de similitud de marcadores RAPD de aislados filngicos, obtenido usando el coeficiente de
similitud de Nei y Li (1979) y el método de agrupamiento UPGMA, a partir de una matriz de presencia/ausencia de
amplicones obtenidos mediante PCR-RAPD con los partidores OPA-03, OPA-13, OPX-02, OPBF-15, OPBH-03 vy
OPBH-20. Los aislados pertenecen al género Trichoderma (para detalles ver apartado cepas en materiales y métodos).
Los valores de bootstrap menores al 50% no fueron indicados.

4.- Desarrollo del marcador SCAR

Para el desarrollo de un marcador SCAR para 7. harzianum se realizé una reaccion de
PCR-RAPD en la que se identificd una banda compartida por todos los aislados de
Trichoderma harzianum. En la figura 10 se observa una banda de aproximadamente 500
pares de bases, amplificada con el partidor seleccionado, que es comun a los aislados
estudiados y a las muestras de DNA, provistas y que son usadas como control positivo
cabe seflalar que estas fueron identificadas como 7. harzianum, mediante los mismos
métodos usados en este trabajo para el resto de los aislados identificados como

Trichoderma.
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Fig. 10. Patron de amplicones obtenidos mediante PCR-RAPD con el partidor seleccionado, para todas los aislados
identificadas como Trichoderma harzianum. Como marcador de peso molecular se usd 100 bp (Invitrogen), los
aislados estan indicados de acuerdo a la Tabla 1 (ver detalles en materiales y métodos). La flecha indica la banda de
aprox. 500Pb, (-) Control negativo.

Una vez identificada la banda de interés, esta fue aislada y purificada a partir del aislado
BpTF, El amplicon fue ligado al vector pTZ57R/T, con el cual se transformoé en E.coli y
se seleccionaron cinco transformantes ( 1X02, 2X02, 3X02, 4X02 y 5X02). El DNA de
cada transformante se amplifico usando los partidores M13, y se obtuvo una banda de
un tamafio aproximado a 650 pb (Fig 11) correspondiente al inserto de 500 bp mas 150

bp correspondientes a los extremos del vector pTZ57R/T.
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Fig. i1. Amplicones obtenidos desde el DNA de las colonias de E. eolf transformantes. La amplificacién por PCR se
realiz6 con los partidores del vector M13 y el amplicon se resolvio por electroforesis en geles de agarosaal 1.2%. La
flecha muestra el amplicén de aproximadamente 650bp. Como marcador de peso molecular se usé 100bp
(Invitrogen). (-) Control negativo.

El amplicén fue secuenciado usando los partidores M13F y M13R. La secuencia fue
editada (se elimino las secuencias del vector) y se dejo solo el fragmento flanqueado por

el partidor seleccionado. El fragmento resultante tuvo un tamafio de 503 pares de bases.

4.1.- Diseiie de partidores SCAR para PCR diagnostico.
Usando la secuencia de 503 pb se disefiaron 5 partidores como se muestra en la Figura

12. Para ello se uso la herramienta Primer-BLAST (Rozen & Skaletsky 2000).

REX2F TRXIET
122 222 gz 232
1t 1 * 1 r T * 1 1t t + 7 1 7 J1 T bl t L L T T ¢ L.l L bt ¢ £ 1 } I L 1 r . ¥ r ¢ 1
LI B IR B L L] L L L L L L] L LN . L L L] L L L B L B L L] L LI L )
1 523
TRX2RZ TEXINE

Fig. 12. Ubicacion relativa de los partidores en Ia secuencia de 503pb analizada.
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Para el disefio del partidor para SCAR se debe considerar idealmente las secuencias del
partidor RAPD y las secuencias adyacentes, es por esto que inicialmente se disefiaron
dos partidoresi: El partidor reverso (TFX2R) y el partidor directo (TFX2F), no obstante
la evaluacion in silico del partidor reverso, TFX2R indico que la secuencia del partidor
seleccionado es muy rica en G+C, favoreciendo la formacion de horquillas y la posible
hibridacion entre partidores. Por lo tanto, los partidores se disefiaron quedando como
sigue: el partidor directo (TFX2F) abarca desde la posicion 2 a la 23, considerando 9
bases del partidor seleccionado, y posee un porcentaje de G+C del 56.52% y una Tm de
58.28°C, y el partidor reverso (TFX2R) que se extiende de la posicion 494 a la 474, y
considera solo la ultima base del partidor seleccionado, con un porcentaje de G+C del

65% y una Tm de 58.68°C.

Posteriormente se disefiaron 3 nuevos partidores 1 forward (TFX2FI) de 23 bases de
largo y 2 reverse (TFX2RI y TFX2R1), de 22 bases el primero y 20 el segundo, los
partidores TFX2FI y TFX2RI, fueron disefiados usando los pardmetros de mayor
estrictez posibles en la herramienta Primer-BLAST (Rozen & Skaletsky 2000), en
detrimento de considerar la secuencia del partidor seleccionado y haciéndolos que
fueran compatibles con los partidores disefiados anteriormente. El partidor TFX2FI
abarca desde la posicion 51 a la 73 y el partidor TFX2RI abarca desde Ia posicién 328 a
la 307, y poseen un % de G+C del 56.52% y 59.09% y Tm de 58.26°C y 57.92°C,
respectivamente. Finalmente el partidor TFX2R1, abarca desde la posicion 499 a la 480,
tiene una Tm de 61.78°C y un % de G+C del 70%, e incluye 6 de las bases

correspondientes al partidor seleccionado.
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La evaluacion de los partidores por PCR se realizé usando distintas combinaciones de

éstos, como se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Evaluacion de combinaciones posibles de partidores para reacciones de PCR
diagnostico.

Caso N° Parejas de partidores  Tamafio esperado del amplificado Resultado 2do paso ewsluacion

i TFX2F - TEXeR 493 pb 0
2 TEX2FI - TEXERI 278 pb o)
3 TEXSF - TEXeR1 497 pb #h
3 TFXF - TEXRI 326 pb &)
5 TEXFI - TRYeRA 448 pb ®
8 TFXF1 - TEXCR 443 pb a)

Para los casos N° 2 y 5 (Tabla 8), en un primer paso de evaluacién se obtuvieron
amplicones bien representados, y del tamafio esperado en todo el rango de temperatura
evaluado (40°C a 64°C). Para evitar amplificacién inespecifica se utiliz6 la temperatura
de annealing mas alta, para llevar a cabo el segundo paso de la evaluacién de los

partidores.

Por ofra parte, el resultado del caso N° 3 se considera como parcialmente positivo dado
que se amplificé la banda esperada para todos los 7. harzianum, no obstante, este caso
no fue llevado a la segunda ectapa de evaluacién, por presentar amplificados

inespecificos.

En la segunda etapa de evaluacidn, se condujeron reacciones de PCR que incluyeron

todos los aislados de Trichoderma utilizados en este trabajo, mas los DNA
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correspondientes a especies de los géneros Penicillium spp. (Atcd, AtcS, 9a, 9arl, C1R

3

HC1 y C3F), Aspergillus spp. (HL y 4a), Davidiella sp. (HM), Paecilomyces sp. (9ar)

Monascus sp. (Atc8) y una mezcla de especies provenientes de compost (C3R).

El resultado del segundo paso de evaluacién indica que los partidores adecuados
corresponden a los del caso N° 2 y 5, en el caso N°2 los partidores TFX2FI y TFX2RI
(Fig 13), amplifican solo el producto esperado de 278 pares de bases, para los 14
aislados de Trichoderma harzianum utilizados en este trabajo, y no se observd
amplificado en ninguna otra especie presente en la evaluacion, lo mismo sucedi6 con el
caso N° 5 (Fig. 14), donde los partidores TFX2FI y TFX2R1, solo amplificaron el
producto esperado de 448 pares de bases, en las reacciones donde se usé DNA de

Trichoderma harzianum como templado.
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Fig 13. Amplificacién del marcador SCAR con los partidores TEX2FI-TFX2RI. El PCR se realizo con temperatura
de annealing 64°C, Los amplicones fueron visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 1.2%. Los carriles
1.2,3.4,6,7,8,9,.BpTF, BpTH, BpT7, BpT6, BpT10a, BpTA corresponden a los aislados de T. harzianum, los carriles
BpTR, BpTC, BpT5, BpT10, BpT9 corresponden a T. atroviride, BpTla corresponde a T.novaezelandiae, BpTP
corresponde a 7. Citrinoviride, BpT2 corresponde a Trichoderma sp. Atcd, Atc5, 9a, 9arl, CIR, HC1 y C3F
corresponden a Penicillium spp. Hl y 4a corresponden a Aspergillus spp, HM corresponde a Davidiella sp., 9ar
corresponde a Paecilomyces sp., Atc8 corresponde a Monascus sp., y C3R corresponde a una mezcla de especies
provenientes de compost.(-) control negativo, como marcador de peso molecular se us6 100bp (Invitrogen).
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Fig. 14. Amplificacion del marcador SCAR con los partidores TFX2F1 y TFX2R1. El PCR se realizé con temperatura
de annealing 64°C, Los amplicones fueron visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 1.2 %. Los carriles
1,2,3,4,6,7,8,9.BpTF, BpTH, BpT7, BpT6, BpT10a, BpTA comesponden a 7. harzianum, los carriles BpTR, BpTC,
BpT5, BpT10, BpT9 cormresponden a T. atroviride, BpTla corresponde a T.novaezelandiae, BpTP comresponde a T.
citrinoviride, BpT2 corresponde a Trichoderma sp., Atcd, Atc5, 9a, 9arl, CIR, HC1 y C3F corresponden a
Pentcillium spp. Hl y 4a corresponden a Aspergillus spp, HM corresponde a Davidiella sp., 9ar corresponde a
Paecilomyces sp., Atc8 a Monascus sp., y C3R a una mezcla de especies provenientes de compost. (-) control
negativo. Marcador de peso molecular se usé 100bp (Invitrogen).

Cabe senalar que el amplificado del espécimen 6, que en la reaccion de PCR-RAPD con
el partidor OPX-2 presentaba una banda con un tamaiio levemente mayor al resto (Fig.
10). De la Figura 13 y 14 podemos ver que la diferencia en el tamafio de la secuencia se
encontraria entre las bases 328 y 499 del fragmento correspondiente a la reaccion de

PCR-RAPD para BpTF.




DISCUSION

1.-Identificacién de Trichoderma: La morfologia versus marcadores moleculares
para la identificacién,

La taxonomia clasica de hongos esta fuertemente apoyada en las caracteristicas
morfologicas, sin embargo, caracteristicas que son ftiles en otros géneros de
Hyphomycetes, generalmente no son utiles para diferenciar especies de Trichoderma,
usualmente debido al estrecho rango de variacion en la morfologia simplificada de
Trichoderma. Rifai (1962) y Bissett (1991) han discutido las caracteristicas
morfologicas que ellos usaron para caracterizar y diferenciar especies de Trichoderma.
Ambos autores enfatizan las dificultades inherentes en definir especies morfologicas de
Trichoderma, 1o cual se puede observar de las diversidad morfologica que presentan los
aislados fingicos estudiados en este trabajo (Anexo II). No obstante, observaciones
cuidadosas de los caracteres diagnodsticos de la morfologia flngica son a menudo

suficientes para la identificacion de especies de Trichoderma.

Dentro de las caracteristicas que se usan para identificar especies de Trichoderma se
encuentra la morfologia de los conidiéforos que en la mayoria de las especies tienen un
eje principal ancho, con ramas a intervalos regulares, usualmente con ramas sucesivas;
ramas apicales y distales que se vuelven progresivamente mds cortas y angostas; las
ramas pueden ser divergentes, solitarias, pareadas o en verticilios; generando un

enramado repetitivo verticilado, con una estructura piramidal altamente ramificada. En
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otros géneros el enramado es menos regular con ramas solitarias o pareadas y sin re-

ramificaciones.

Frecuentemente los fialidios y las ramas fértiles nacen de hifas aéreas indiferenciadas en
areas de conidiacion. Las células conidiégenas (fialidios), estan tipicamente dispuestas
en verticilos terminales en ramas del conidiéforo. Los fialidios pueden presentar formas
cilindricas, subulatas, lageniformes, ampuliformes o subglobosas; usualmente atenuadas

por un cuello conidiogénico estrecho, corto y cilindrico (Bissett & Gams 1998).

De acuerdo a las caracteristicas morfologicas mencionadas anteriormente, todos los
aislados nativos usados en este estudio se pueden adscribir al género Trichoderma (Fig.
3, Anexo II). Sin embargo, esta identificacion resulta laboriosa y requiere experiencia y
conocimiento de las estructuras fliingicas, para que sea confiable, sumado a esto las
influencias de las condiciones ambientales en las caracterfsticas morfologicas y
fisioldgicas hace aun mas compleja la identificacion basada en dichas caracteristicas

(Lieckfeldt y col. 1998)

Otra forma de aproximarse a la identificacion de especies fiingicas es el andlisis de
secuencias de DNA, en especial marcadores moleculares con valor taxondmico como
los genes para el RNA ribosomal (TDNA) o las regiones ribosomales intergénicas (ITS1
e ITS2) (Druzhinina & Kubicek 2005, Borman y col. 2008,), para el caso del género
Trichoderma, las regiones ITS han sido muy importantes en la sistematica y la

taxonomfa del género (Kindermann y col. 1998, Chaverri y col. 2003b, Druzhinina y




col. 2005, Druzhinina y col. 2006).

Cuando se usan marcadores moleculares para identificar esp
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ecies, en muchos casos se

utiliza la herramienta de busqueda por similitud de NCBI (BLAST), buscando un E-

value igual o cercano a 0.00. Sin embargo, este mecanismo presenta desventajas, ya que

hay muchas secuencias indexadas en GenBank, que

no estan correctamente

identificadas, en el caso de 7richoderma se estima que un 40% de las especies estin mal

identificadas (Kopchinskiy y col. 2005), lo que puede llevar a resultados ambiguos

como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9: Ejemplo de una blsqueda en BLAST con una secuencia ITS1 e ITS2 de
Trichoderma* que mostré un resultado ambiguo. (Extraida de (Druzhinina & Kubicek

2005))
Sequences producing significant alignmenis: Score (bits) E-value
i 19880152 gb AF362109.1 Trichoderma aureoviride strain T... 1132 0.0
£i 19880083 gb AF359399.1 Trichoderma aureoviride strain T... 1116 0.0
£i 32394933 ¢b AY 1549471 Trichoderma aggressivum Ir. 560 ... 112 0.0
g1/ 19880067 gb AF359267.1 Trichoderma aureoviride strain T... 1108 0.0
£i/19032416 gb AF345948.1 Trichaderma harzianum isolate Gl... 1100 0.0
£i 19880081 gb AF359397.1 Trichoderma aureoviride strain T... 1100 0.0
i 21239369 gb AF501330.1 Trichoderma aggressivum . europ... 1096 0.0
€1 3095175/gb AF055216.1 AF055216 Trichaderma harzianum str... 1082 0.0
g1 27448757 gb AF443912.1 Trichoderma harzianum G.J.S. 00—... 1045 0.0
gi9230639/gb AF194019.1 AF194019 Trichoderma aureoviride s... 1043 0.0
219230631 gb AF194011.1 AF193011 Trichoderma harzianum str... 1045 0.0
219230630/gb AF 194010.1 AF194010 Trichaderma aureoviride s... 1045 0.0
g 27448762/gb AF443917.1 Hypocrea lixii G.J.S. 91-138 int... 1041 0.0
i 27448761 1gb AF443916.1 Hyvpocrea lixii G.J.S. 94-53 inte... 1041 0.0
21 27448758 gb AF443913. 1 Trichoderma harziamon G.J.S. 00—... 1041 0.0
2i 27448771 gh AF443926. | Hyvpocrea lixii G.).S. 90-254 int... 1039 0.0
i 27448769/ gb AF443924. | Hypocrea lixii G.1.S. 92-110 int... 1037 0.0
2127348764 gb AF443919.] Hyvpocrea lixii (i.1.S. 92-100 int... 1037 0.0
@i 27448760 gb AF443915.1 Hypocrea lixii (3.).8, 90-22 inte... 1037 0.0
21 32394935 gb AY 154949.1 Trichoderma harzianum Ir. 112 C ... 1033 0.0
gi 27448770/ gb AF443925.1 Trichoderma harzianuwm G.J.S. 92~ 1033 0.0
gi 1813651 |gb U7E881.1 THUT7E88 ] Trichoderma harzianum isola... 1033 0.0
2132394941 [gb AY 154955.1 Trichoderma inhamatum Ir. 286 18... 1029 0.0

*Como consulta se uso la secuencia AF3362109 (Trichoderma harzianum
“Trichoderma aurcoviride™), usando BLAST.

. depositado erroneamente como
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Asi tenemos que el método de reconocimiento de especies mediante BLAST no es un
método de identificacion confiable, por Io cual deben usarse otras herramientas para el
reconocimiento de las muestras como 77ichOKEY2.0, que es una herramienta de
identificacién, propiamente tal. Asi, vemos que en el analisis de individuos de
Trichoderma atroviride, los cuales son relacionados por BLAST a Trichoderma viride y
a Hypocrea koningii, (Tabla 3), y que solo en 2 casos (BpT9 y BpT10) de los 6
analizados, el andlisis fue consistente con el programa TrichOKEY2.0. No obstante,
para el caso de algunas especies del genero, los ITS1 e ITS2 han demostrado ser

insuficientes para la identificacién de estos (Druzhinina & Kubicek 2005).

Con respecto al resultado de TrichOKEY 2.0 en lo referente a una nueva especie no
identificada de Trichoderma/Hypocrea, cabe sefialar que esta probable nueva especie,
podria contribuir a aclarar la posicion filogenética de Trichoderma spirale, dentro de la
seccién Pachybasium B, dada la relacion encontrada entre el aisaldo y dicha especie.
Asimismo, ayudaria a evaluar sus relaciones con el resto de los miembros de este grupo,
ya que incluso aproximaciones multigénicas no han podido resolver la posicién de esta
especie (Kullnig-Gradinger 2002), que se ha mantenido como un linaje tinico dentro del

género.

La herramienta 7richOKEY2.0 permite la identificacion de especies, ya que este
software incluye el conocimiento derivado de estudios con otros marcadores
moleculares, lo que permite agrupar las especies similares e identificar incluso

polimorfismos unicos nucleares o SNPs, los que por si solos son capaces de diferenciar
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una especie de otra (Druzhinina y col. 2005). Por otra parte al caracterizar una especie
en base a una sola base nucleotidica, conlleva el problema de que si esta base se
encuentra mutada, entonces la especie deja de ser reconocida como tal, lo que puede

conducir a error.

Otra aproximacion para el analisis de secuencias es la de analizar estas nltimas mediante
herramientas bioinformaticas (MEGA4) que permiten observar las diferencias puntuales
entre una y otra secuencia, es asi que a partir de la observacion hecha en la Tabla 6,
donde vemos que hay solo un nucledtido de diferencia entre BpTla y su especie mds
relacionada, y a particr de lo antes mencionado, podemos decir que el aislado
identificado como Trichoderma novaezelandiae, puede pertenecer a una sub-especie, o

bien a otra especie, 0 una nueva especie.

Con respecto a la variabilidad genética versus diversidad morfoldgica, vemos en €l caso
del grupo de especies identificadas como Trichoderma atroviride, que las caracteristicas
morfologicas macroscopicas del crecimiento a 25°C en PDA, revelan al menos dos
fenotipos (Castillo, 2009), que se corresponden con los grupos formados por BpT5,
BpT10 y BpT9 para una variedad y por el grupo BpTC y BpTR para el otro fenotipo
(Fig 15). Sin embargo, ni el andlisis de los ITS (Fig. 6), ni el anslisis de los patrones de
RAPD (Fig. 9) revelan polimorfismo en estos aislados, lo cual sugiere que el nimero de
marcadores moleculares del tipo RAPD identificados es insuficiente para un estudio de
variabilidad genética de estas cepas. Por otra parte, no se puede descartar que se trate de

los mismos aislados, y su diferencia morfologica corresponda a un fendmeno de
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plasticidad fenotipica.

Fig. 15: Crecimiento en placa Petri de cepas aisladas, identificadas como Trichoderma atroviride, crecidas en PDA a
25°C. Cortesia de Pedro Castillo.

Finalmente, vemos en este trabajo, que la mejor manera de llegar a la identificacion de
especies del genero 7richoderma, es con una combinacion de analisis que incluyan
analisis de secuencias conservadas del rDNA, técnicas de “fingerprinting” como RAPD
y analisis morfolégico. Por lo demds, como sefiala Hermosa y col. en (Hermosa y col.
2001), seria recomendable agregar a este analisis un estudio del DNA mitocondrial, sin
embargo, este estudio se justifica solo en el caso de los aislados BpT2 y BpTla, ya que
el primero no pudo ser adscrito a ninguna especie en particular, y el segundo solo fue
identificado con un nivel de confiabilidad “standard”, ademas de no mostrar un 100%
de identidad con su organismo mas relacionado, para el resto de las especies
identificadas hasta el nivel de especie, la identificacion hecha en este trabajo se

considera exitosa e inequivoca en base al conocimiento actual.
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1.1.- Andlisis de relaciones para T. harzianum.

En el andlisis de la Figura 6 se incluyeron secuencias de Hypocrea lixii Th4 e Hypocrea
lixii Th2, estas especies son responsables de causar una enfermedad epidémica a los
cultivos de Agaricus bisporus en Europa y Norte America respectivamente, y que estas
son parte del grupo mds cercano a Trichoderma harzianum junto con Trichoderma
atroviride (Th3)(Samuels y col. 2002) y en este sentido podemos ver en la Figura 6 que

ninguno de nuestros aislados se relacionan con estas especies agresivas,

1.2.- Variabilidad genética de los aislados mediante PCR-RAPD.

A partir de los datos generados mediante RAPD, en este trabajo se llevé a cabo un
andlisis de clusters, con este fin se utilizo el coeficiente de similitud de Nei y Li (1979),
que representa la proporcion de fragmentos que dos muestras comparten debido a que
han sido heredadas de un ancestro comun, y como sefiala Lamboy, W. 1994, el
coeficiente de similitud de Nei y Li es el mejor indice para computar datos de similitud

génica a partir de datos de RAPD.

Con los datos obtenidos mediante el analisis de clusters, se confirma la observacion
hecha en base a las diferencias morfologicas a nivel macroscopico, de que el aislado
BpT7, es distinto a BpTF, BpTH y BpT6 y mas aun, que se relaciona estrechamente con
BpTA, esto es particularmente llamativo ya que indica, tal como lo hiciera ver Chaverri
y col. 2003, que la sola secuencia de los ITS es insuficiente para dilucidar el complejo

de especies de Trichoderma harzianum.
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El andlisis de RAPDs es 1til para el estudio de cepas estrechamente relacionadas ya que
se pueden obtener numerosos marcadores polimorficos (Gdes y col. 2002, Paavanen y
col. 2000). La comparacién de especies no relacionadas mediante RAPDs puede llevar a
resultados erréneos ya que pueden obtenerse fragmentos que co-migran en el gel pero
que corresponden a marcadores genéticos distintos. Un ejemplo de esto puede
observarse en la ubicacion del aislado Atc8 (identificada como Monascus sp), el cual
fue incorporada en el andlisis de clusters (Fig. 9), y aparece relacionada con

Trichoderma atroviride.

A partir del analisis RAPD se identificaron marcadores polimérficos en el grupo de
cepas de I. harzianum, que sirvieron de base para el desarrollo de un marcador de tipo

SCAR especifico para la especie.

2.- SCAR.

Las especies del género Trichoderma, 1. harzianum y T. atroviride, estin siendo
ampliamente usadas en la agricultura por sus propiedades biocontroladoras y
bioestimulantes, y por su potencial uso en cultivos orgénicos (Hjeljord & Tronsmo
1998, Hermosa y col. 2000). Sin embargo, no todas las formulaciones de Trichoderma
presentes en el mercado nacional parecen tener un control de calidad microbiol6gico
estricto, ya que de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo el producto
comercial estudiado contenia esencialmente cepas perteneciente a los géneros
Penicillium y Monascus, ademas de otras especies de levaduras que no fueron

analizadas,
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El desarrollo de biotecnologias ligadas a microorganismos requiere de control
permanente de las cepas microbianas (Hermosa y col. 2001). Para el caso de las
especies del género Trichoderma que se usan como bioestimulante del crecimiento de
plantas o como BCAs, asegurar la composicién del formulado microbiano es esencial
para la calidad del producto (Hermosa y col. 2000). Varios trabajos se han orientado a la
identificacion de cepas mediante marcadores moleculares basados en la secuencia
(Hermosa y col. 2000, Hermosa y col. 2001, Rubio y col. 2005, Cordier y col. 2007,
Savazzini y col. 2008), por lo que en este trabajo se siguié la misma linea, en lugar del
aislamiento mediante el uso de cultivos en medio selectivo (Jensen y col. 1996) o en la
identificacion de organismos genéticamente modificados (Green & Jensen 1995), por

las razones ya expuestas (ver introduccion).

En este trabajo se desarrollé un marcador molecular del tipos SCAR con ¢l propésito de
hacer el seguimiento de un producto biocontrolador y bioestimulante, basado en las
cepas de Trichoderma harzianum., Para amplificar la region usada como marcador, se
disefiaron 5 partidores que permitieron probar 6 combinaciones de partidores “forward”
y “reverse”, de las cuales 3 de ellas amplifican el marcador genético, que permite

detectar Trichoderma harzianum.

Por otra parte las especies de Trichoderma se reproducen principalmente por via
asexual, ya que es sabido que la fase perfecta (teleomorfa) de estos hongos, si bien se ha
observado, en la mayoria de los casos no ocurre y las cepas son mayoritariamente

mitoticas y clonales (Zolan 1995). Por lo tanto, se espera que el marcador SCAR sea
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estable en el genoma del hongo con baja posibilidades de recombinacién, Ademas se ha
observado que el polimorfismo cromosoémico ocurre lentamente en poblaciones de
hongos filamentosos y que las cepas permanecen estables durante varios afios (Zolan
1995). Aunque se ha demostrado que en condiciones de laboratorio existe un cierto
grado de recombinacién génica asexual (Harman y col. 1998), no es claro que esto

ocurra en la naturaleza (Gémez y col. 1997).

El marcador molecular SCAR obtenido en este trabajo también podria ayudar en los
estudios de trazabilidad, y asi poder evaluar la efectividad y permanencia de
tratamientos con Trichoderma harzianum, (Abbasi y col. 1999). Otra posibilidad es
evaluar estos partidores en amplificacion por PCR en tiempo real como los

desarrollados por Cordier y col. 2007 y Savazzini y col. 2008.

Determinar la presencia de Trichoderma harzianum en muestras ambientales es
fundamental para evaluar la eficiencia de este hongo en ensayos de biocontrol o
bioestimulacién. Considerando que dentro de la especie I Aarzianum o del género
Trichoderma se encuentran numerosas cepas que exhiben propiedades interesante como
BCAs, también para ellas se pueden desarrollar marcadores del tipo SCAR a nivel de

cepas utilizando estrategias similares.

Esta identificacién de aislados en muestras ambientales es relevante por cuanto las
especies del género Trichoderma, poseen diversas propiedades de interds

biotecnolégico. Entre ellas su capacidad para producir enzimas celuloliticas, las cuales
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son importante en el desarrollo de biocombustibles (Chandra y col. 2010), en este

sentido tenemos un asilado de Trichoderma citrinoviride (Chandra y col. 2010).

3.- Aproximacion a la biodiversidad de Trichoderma en Chile.

A pesar de que el nimero de muestras es reducido, es posible observar en la Figura 16
una dominancia de la especie Trichoderma harzianum, sobre Trichoderma atroviride.
De 1a Tabla 1 es posible observar que la distribucién de esta especie esta asociada a la
mayoria de los sitios de colecta, lo que sugiere que Trichoderma harzianum es una
especie ampliamente distribuida y dominante en la zona centro-sur de Chile. Esto
coincide con las observaciones de Nagy y col. 2007, que muestra que esta especie
domina la mayoria de las poblaciones de Trichoderma estudiadas y da cuenta de un 20%

del total de aislados del género.

Por otro lado Trichoderma atroviride, no se encuentra igualmente representada,
probablemente debido al reducido nimero de muestras que se analizaron. En la Tabla 1
observamos que Trichoderma atroviride y Trichoderma harzianum se encuentran en las
mismas localidades, por lo que se podria especular que estas especies convivirfan
ocupando nichos similares, o bien siendo parte de los mismos ensambles

microbiologicos.

Estudiar la diversidad de este género en Chile nos permitiria conocer €] recurso genético

de esta biota filngica y su potencial aplicacién biotecnolégica
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Trichoderma harzianum

Trichoderma atroviride

Trichoderma novaezelandiae

Trichoderma citrinoviride
Trichoderma sp.
Fig. 16: Visualizacion en nubes de la abundancia relativa de especies del genero Trichoderma. realizado en

www.ibarcode.org (Singer & Hajibabaei 2009) para los 14 aislados de este trabajo reconocidos como pertenccientes
al género Trichoderma.




CONCLUSIONES
I.- A través del analisis de las secuencias de los ITS1 e ITS2, los aislados obtenidos a
partir de muestras ambientales fueron identificados como pertenecientes al género

Trichoderma.

2.- Utilizando Ia misma aproximacion experimental, los aislados derivados del producto
comercial se identificaron como pertenecientes a los géneros, Penicillium y Monascus.
Lo que valida desarrollar un marcador molecular especifico para monitorear especies

fingicas.

3.- El marcador SCAR desarrollado es especifico para la especie 7. harzianum, por lo
tanto es capaz de discriminar adecuadamente dicha especie de otras especies de

Trichoderma e incluso de hongos pertenecientes a otros géneros.

4.- Las cepas identificadas como 7. harzianum exhiben polimorfismo genético de

acuerdo al andlisis de RAPD, por lo que seria posible disefiar marcadores especificos

para cepas de I. harzianum.
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