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Vittad.) en Aragon.
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Resumen

Las Trufas son fructificaciones comestibles de hongos ectomicorricicos. Muchos estudios se orientan
a la busqueda de modelos de gestion sostenibles con el entorno en el manejo de plagas, nos
interesaba la utilizacion de agentes de biocontrol del género Trichoderma. Los aislamientos se
efectuaron o bien a través de diluciones seriadas de muestras de suelo, en medio selectivo TSM
(Trichoderma Selective Medium) o directamente de segmentos de la parte externa del carpéoforo de la
Trufa negra. Se identificaron las especies aisladas por caracteres morfoldégicos y técnicas
moleculares. El ADN, se amplificé y secuencio la region ITS1-5.8S-ITS2 del ADN ribosémico nuclear.
La identificacion de especies se efectio mediante comparacién con las secuencias contenidas en las
bases de datos TrichOKey (http://www.isth.info) y GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/).
Las especies nativas de las truferas, correspondieron a dos de las cuatro secciones de Trichoderma.
Se identificaron en total 11 especies de Trichoderma, seis correspondieron a la Seccién Pachybasium
(T. harzianum, T. tomentosum, T. pleuroticola, T. virens, T. rossicum y T. polysporum) la cual contiene
a la mayoria de anamorfos descritos para esta especie, y las cinco especies restantes
correspondieron a la Seccién Trichoderma (T. hamatum, T. atroviride, T. gamsii, T. viridescens, T.
koningii).
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1. Introduccion

La trufa negra (Tuber melanosporum Vittad.), se encuentra en asociacion simbionte formando
ectomicorrizas con las raices de especies lenosas, principalmente robles y avellanos, Este hongo
emitie hifas que penetran en el suelo, suministrandoles nutrientes adicionales que la planta no es
capaz de explotar. A cambio, la planta le sintetiza nutrientes y le proporciona un habitat adecuado
siendo en la proximidad de las raices durante el invierno, donde fructifica dando un carp6foro hipogeo
al que se denomina trufa.

Debido a sus caracteristicas organolépticas, la trufa negra es reconocida como una auténtica
delicia de la gastronomia y la cultura europea, siendo la especialidad de sofisticados platos, debido a
su aromay sabor.

En los ultimos anos, la demanda mundial de este hongo se ha incrementado, sin embargo, la
oferta de la produccién mundial de trufa negra en los Gltimos 100 afos, ha decaido de cerca de
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2.000 a 50 toneladas/ano. EI cambio climatico, especialmente la modificacion del régimen hidrico y
otros factores como la presencia del jabali son algunas de las razones de la disminucién drastica de
la produccion de trufa silvestre en el arco mediterraneo.

Trichoderma Persoon es un género de hongos imperfectos, de reproduccion asexual (del
Deuteromicetes o Adelomicetes) (anamorfo), considerado como un grupo de vida libre. Sus especies
son comunes en los ecosistemas de suelo y rizosfera, pudiendo ser oportunistas, no virulentas,
simbiontes de plantas y micoparasitas (Harman et al., 2004), aunque son ubicuos en la micoflora
edafica (Samuels, 1996) y sobre restos de materia organica, algunas especies como T. harzianum
Rifai, puede ser cosmopolita, mientras que otras estan geograficamente limitadas como T.
polysporum (Link) Rifai, que es de tierras mas frias (Samuels, 2006).

Las especies de Trichoderma pueden estimular los mecanismos de defensa de la planta,
aumentando la capacidad de resistencia al ataque de patégenos, ya sea por la alteracion de la
fisiologia vegetal, lo cual se denomina proteccion sistémica o resistencia inducida, o por el
crecimiento de la planta, fortaleciendo sus sistemas naturales de defensa, lo que se asocia con un
buen estado sanitario de la planta (Harman, 2000; Druzhinina et al., 2011), induciendo la expresién
génica relacionada con la defensa de las plantas, a través de las vias del acido salicilico y el acido
jasmonico (Malmierca et al., 2012).

Trichoderma, se encuentra mejor adaptado a suelos acidos que a los alcalinos, que son los
necesarios para el desarrollo de la trufa negra. Los suelos truferos de Espana, fundamentalmente son
basicos o subbasicos, con pH 7.5 a 8.5, la presencia de Carbonato célcico proveniente del material
originario del suelo (roca madre y pedregosidades) es un requerimiento indispensable para el cultivo
de T. melanosporum (Garcia-Barreda et al., 2012),

2. Objetivos

Aislamiento e Identificacion morfolégica y molecular (secuenciacion de la region ITS (ITS1-gen
5.8S rRNA-ITS2) del ADNribosomal) de especies nativas del género Trichoderma de localidades
truferas en Aragon.

3. Metodologia

Aislamiento de Trichoderma nativo de truferas.

En laboratorio se aislaron colonias de Trichoderma Pers., procedentes de muestras de suelos
truferos, de ectomicorrizas de Tuber melanosporum Vittad. y de peridio de trufa negra. Las colonias
en crecimiento se caracterizaron morfolégicamente. Las especies aisladas se identificaron
molecularmente mediante la secuenciacion de la region ITS del ADNribosomal.

Se recolectaron muestras de suelo de truferas, sil vestres y cultivadas con encinas (Quercus ilex
subsp. ballota (Scop) Desf. Samp.), quejigo (Q. faginea Lam.) o avellano (Corylus avellana L.) de
menos de 10 diez anos y micorrizadas con T. melanosporum. Las localizaciones fueron en la Sierra
del Moncayo en la provincia de Zaragoza (Aragon), Litago, Andn, Vera del Moncayo, San Bartolomé,
San Agustin, Orrios y Pancrudo (Provincia Teruel) y la Comarca de la Ribagorza en Huesca. La
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coleccion de suelos de las plantaciones se realizé siguiendo metodologia de “muestreo de suelos por
cilindros” de Sanchez (2012).

Se efectud el cultivo y aislamiento de colonias de Trichoderma a partir de diluciones seriadas a
partir de un gramo de suelo homogeneizado de cada muestra en TSM (Medio de cultivo selectivo para
Trichoderma), cuyos componentes inhiben el desarrollo de bacterias y principalmente hongos y
oomicetos de crecimiento rapido (Askew y Laing, 1993) (Figura 1).

Figura 1. Procesamiento de muestras de suelo. A) Homogenizacion del suelo. B) Suelo seco y tamizado. C) Dilucién madre.
D) Homogenizacion en vortex. E) Diluciones seriadas. F) Siembra de 100ul de dilucién en placas Petri con TSM. G)
Distribucién uniforme con asa de Drigalski.

Los experimentos se efectuaron en placas de Petri plasticas estériles de 90mm de diametro,
conteniendo 15mL del medio de cultivo. Los bioensayos se realizaron con colonias de hongos
rejuvenecidas, es decir cultivadas en PDA a 24°C durante siete-diez dias en oscuridad y con
sacabocados (5mm de diametro) se cortaron discos del micelio de los hongos. En el grupo de hongos
aislados se incluyé la cepa T50 (T. harzianum) nativa de plantacion trufera (Sanchez, 2012), RMI
(Trichoderma sp) y TC (Trichoderma cepa comercial) de la coleccién de Trichoderma del laboratorio.
Conforme a simple vista se observaron colonias caracteristicas de Trichoderma (Barnett y Hunter,
1999) y con diferencias morfologicas entre si, éstas se purificaron en placas Petri con PDA y
codificaron de acuerdo a su origen.

Identificacion microscopica de Trichoderma spp.

La identificacion de los géneros y especies de todos los microorganismos obtenidos se
realizaron con claves especializadas y las descripciones de Trichoderma en la base de datos en-linea
(http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/keys/Trichodermalndex.cfm) que permite diferenciar a las
especies del género Trichoderma mediante caracteres morfolégicos (Samuels et al., 2014).

Aislamiento de ADN genémico y PCR de regjion ITS
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El ADN ribosémico (ADNr) extraido de Trichoderma spp., se utiliz6 como molde para amplificar
la region ITS1 e ITS2 (Kullnig-Gradinger et al., 2002; Underhill y lliev, 2014) por PCR, con los
cebadores universales ITS1-ITS4 (White et al., 1990; Gardes et al., 1991; Gardes y Bruns, 1993

Se incluyd un control negativo (coctel de reactivos sin ADN molde) y un control positivo (ADN de
cepa T50). Las PCRs se realizaron en termociclador (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler)

Electroforesis de los fragmentos ITS

Los productos de la PCR se separaron por electroforesis horizontal en Agarosa 1% y SYBR®
Safe-DNA 10% Invitrogen (Anexo 1). Se depositaron 25uL de la PCR en cada pocillo del gel. La
electroforesis se efectué a 100 Voltios durante una hora. Se visualizé el gel y bandas amplificadas
con el sistema de fotodocumentaciéon SynGene, en mesa de luz ultravioleta G:Box, la captura de
imagenes se realiz6 con el programa GeneSys. El tamano de las bandas se estimé con la escalera de
peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Purificacion y secuenciacion del fragmento ITS

El producto de amplificacion de cada PCR (banda esperada entre 600 bp), se purifico del gel de
Agarosa con el kit QIAquick® Gel Extraction de QIAGEN. Se verificd la calidad del ADN a través de
electroforesis horizontal en Agarosa 1.2%. EI ADN purificado (region ITS) se envidé a secuenciar en
ambas direcciones (5°-3"y 3°-57) con Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing, a la empresa
STABVida (Caparica, Portugal).

Analisis de secuencias ITS e identificacion molecular en bases de datos TrichOKey, TrichoBLAST
y BLAST®

Las secuencias nucleotidicas de la region ITS (ITS1 - gen 5.8S rRNA - ITS2), se alinearon usando
el algoritmo Clustal W, se editaron con el programa BioEdit (Biological sequence alignment editor)
version 7.0.0 (Hall, 1999), disponible en http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html. Se generd
una secuencia consenso con las cadenas hacia adelante “Forward” (Cebador ITS1) y hacia atras
“Reverse” (Cebador ITS4). En la secuencia consenso, se ubicaron los sitios de hibridacién de los
cebadores y se recortd, ésta secuencia correspondié a la region final del gen 18S (cebador ITS1) e
inicial del gen 28S (cebador ITS4 reverso complementario). Se identifico el nimero de nucleétido
correspondiente a la region ITS1 e ITS2 y el gen 5.8S.

La bisqueda de identidad de cada secuencia consenso obtenida, se realizé a través de
comparaciones con la base de datos TrichOKey version 2.0, especifica para el género Trichoderma de
la Subcomision Internacional para la Taxonomia de Trichoderma e Hypocrea ISTH disponible en
http://www.isth.info/ (Druzhinina et al., 2005), TrichoBLAST (Kopchinskiy et al., 2005) y con la base
de datos disponibles en el registro nucleotidico del Genbank del Centro Nacional de Informacién en
Biotecnologia NCBI, utilizando la herramienta BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool) para alinear
las secuencias (Altschul et al., 1990), disponible en http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi para
comparar las secuencias obtenidas con las depositadas en el Genbank.

Agrupamiento genético de Trichoderma spp.

El analisis molecular de las secuencias ITS para su agrupamiento se realizd con el programa
MEGAG (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 6.0 (Tamura et al., 2013). Se reconstruyd
el arbol de secuencias de ADN con el método neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987), se compararon las
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similitudes con el analisis de remuestreo Bootstrap (Felsenstein, 1985) y se contruy6é el arbol
filogenético con las distancias genéticas entre secuencias, las distancias evolutivas se calcularon
utilizando el método Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 2004).

4, Resultados y Discusion

Con el programa BioEdit (v 7.0.0) se editaron las secuencias consenso de las cadenas hacia
adelante “forward” (generada por cebador ITS1) y hacia atras “reverse” (generada por cebador ITS4)
de la region ITS1-gen 5.8S rRNA-ITS2. Las comparaciones de las secuencias con la base de datos
TrichOKey y TrichoBLAST, nos permitié identificar todos los aislamientos, que correspondieron a once
especies diferentes de Trichoderma y se clasificaron en su clado correspondiente como puede
apreciarse en el Tabla 1.

Tablal. Especies de Trichoderma encontradas y su clado correspondiente segln las bases de datos (Druzhinina et al.,
2005; Jaklitsch et al., 2006)

Clado Especies de Trichoderma N°
(Bissett et al., 2015) Aislados
Trichoderma harzianum Rifai, Mycol. Pap. 116:38. 17
1969.
| Clado Lixii-Catoptron o | Trichoderma pleuroticola S.H. Yu & M.S. Park, in Park 4
Clado Harzianum & al., Mycobiology 34:112. 2006.
Trichoderma tomentosum Bissett, Can. J. Bot. 3
69:2412. 1992
Il Clado Virens Trichoderma virens (J. I_—i._MiIIe_r, Giddens & A. A. 4
Foster) Arx, Nova Hedwigia Beih. 87:288. 1987.
V Clado Stromaticum Tr[chO(_JIernja rossicum Bissett, C.P. Kubicek & 1
Szakacs, in Bissett & al., Can. J. Bot. 81:578. 2003.
. Trichoderma polysporum (Link) Rifai, Mycol.
IX Clado Pachybasioides Pap.116:18. 1969. 4
Trichoderma atroviride P. Karsten, Finl. Mégelsvamp.: 5
XlI Clado Rufa o Clado 21.1892.
Viride Trichoderma koningii Oudemans, in Oudemans & 3
Koning, Arch. Néerl. Sci. Exactes nat. sér. 2:291.1902.
Trichoderma gamsii Samuels & Druzhinina, in 15
XII Clado Rufa o Clado Samuels & al., Stud. Mycol. 56:168. 2006.
Viride. Clado tipo 3 "Large | Trichoderma viridescens (A.S. Horn & H.S. Williamson)
Viridescens" Jaklitsch & Samuels, in Jaklitsch & al., Stud. Mycol. 1
56:156. 2006.
Xlll Seccién Pachybasium Trichoderma hamatum (Bonord.) Bain., Bull. Soc. 1
“A” o Clado Hamatum Mycol. Fr. 22:131. 1906.

Agrupamiento genético de secuencias ITS
El analisis filogenético de las 58 secuencias de nucleétidos para la relacion evolutiva se infirid
utilizando el método Neighbor-Joining.
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;1 .. 2
Taxon Secciodn

LIT2-9.2_T.tomentosum

_3< LIT2-8.2_T.tomentosum
AVM16_T.tomentosum

A T50_T.harzianum
LIT2-8.5_T.harzianum
9.1SF_T.harzianum
14.1SF_T.harzianum
10.1SF_T.harzianum
11.1SF_T.harzianum
5.1SF_T.harzianum
BL7_T.harzianum
—|LIT2-9.1_T.harzianum

TP1_T.harzianum
11TBSF_T.harzianum
6.1SF_T.harzianum
H1_T.harzianum

_ 81 RMI_T.harzianum
TR1.1_T.harzianum
TR1.2_T.harzianum
TR1.3_T.harzianum
TTm_T.harzianum

96 TR2.1_T.pleuroticola

TR2.2_T.pleuroticola
99 TR2.3_T.pleuroticola
TR3.1_T.pleuroticola

[— LIT2-8.3_T.harzianum

| Clado Lixii-Catoptron

o Clado Harzianum

Il Clado Virens

59 : .
L AM3_T.virens V Clado Stromaticum
AM4_T.virens
5 ) .
AV13_T.virens IX Clado Pachybasioides
AV7_T.virens

10

BL8_T.rossicum
GETMO09_T.polysporum
LIT3-9.2_T.polysporum
TR3.2_T.polysporum
TR3.3_T.polysporum

D2_T.hamatum
BL9_T.atroviride
r TC_T.atroviride
BL10_T.atroviride

101

0.01

AM4.1_T.gamsii
AMS5_T.gamsii
AV10_T.gamsii

77 |AV13.1_T.gamsii
AV8_T.gamsii
AV9_T.gamsii
AV9B_T.gamsii
D3.1_T.gamsii
LIT2-8.1.2_T.gamsii
LIT2-8.1_T.gamsii
LIT2-8.4.1B_T.gamsii
LIT2-8.4.2_T.gamsii
LIT2-8.4-1A_T.gamsii
LIT3-8.2_T.gamsii

LIT3-9.1_T.gamsii

B3.1 _T.viridescens
GETMO06__T.koningii

al
QO

62 GETMO07_T koningii
3
GETM16_T.koningii

Xl clado Pachybasium

“A” 0 Hamatum

XII Clado Rufa o

XII clado Rufa o

Clado Viride o

Clado tino 3

Xl Clado Rufa o

Clado Viride

Seccion 1

Pachybasium

Seccion 4

Trichoderma

Figura 2. Arbol filogenético de los 58 aislamientos de Trichoderma spp., obtenido con Neighbor-Joining, los
nameros corresponden a los valores Bootstrap mostrando las distancias evolutivas en el arbol y agrupados en

Su taxon y seccion.

1 Druzhinina et al., 2005, 2006; 2 Jaklitsch et al., 2006
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El arbol 6ptimo se obtuvo con la suma de la longitud de rama igual a 0.18413426, el
porcentaje de replicas de los taxones asociados agrupados con la prueba de Bootstrap (500 réplicas)
se muestran en las ramas del arbol filogenético (Fig. 2).

Las especies aisladas correspondieron a dos de las cuatro secciones de Trichoderma
establecidas por Druzhinina y Kubicek (2005), 33 aislamientos pertencieron a la Seccién 1 y 22
aislamientos a la Seccién 4 Trichoderma. Los aislamientos correspondieron a 6 Clados de los 13
descritos por Druzhinina et al. (2005, 2006); Druzhinina y Kubicek (2005); Samuels (2006) y Jaklitsch
et al. (2006), agrupandose en | Clado Harzianum (24), Xl Clado Rufa o Viride (21), IX Clado
Pachybasioides (4), Il Clado Virens (4), V Clado Stromaticum (1) y Xlll Clado Pachybasium “A” o
Hamatum (1).

En el arbol filogenético, se observo el agrupamiento de 33 aislamientos de las especies T.
tomentosum, T. harzianum, T. pleuroticola, T. virens, T. rossicum y T. polysporum correspondieron a la
Seccion 1 Pachybasium. Los 22 aislamientos restantes de las especies T. hamatum, T. atroviride, T.
gamsii, T. viridescens y T. koningii pertenecieron a la Seccion 4 Trichoderma.

La Seccion 1 Pachybasium tiene seis clados y la Seccion 4 Trichoderma tiene tres clados
(Druzhinina y Kubicek, 2005; Druzhinina et al., 2005; 2006; Jaklitsch et al., 2006). En este estudio
encontramos especies que representan a cuatro clados de la Seccion 1y dos clados de la Seccion 4.

En la Seccién 1 Pachybasium, encontramos al | Clado Lixii-Catoptron o Clado Harzianum con las
especies T. harzianum, T. tomentosum y T. pleuroticola que formaron un grupo homogéneo. En los
aislamientos de T. harzianum, la cepa T50 (representanda con un triangulo) se agrupé con el resto de
aislamientos de esta especie con valores Bootstrap de 99.

En el Il Clado Virens, se agruparon los aislamientos de T. virens de dos localidades con valores
Bootstrap de 97. El V Clado Stromaticum estuvo representado por T. rossicum y por ultimo en el IX
Clado Pachybasioides se agruparon aislamientos de distintos origenes de T. polysporum con valores
Bootstrap de 100.

En la Seccion 4 Trichoderma, encontramos el Xlll Clado Pachybasium “A” o Hamatum con la
especie T. hamatum y el Xll Clado Rufa o Clado Viride con las especies T. atroviride y T. koningii, este
clado ha sido propuesto por Jaklitsch et al. (2006) como Tipo 3 “Large Viridescens” para T. gamsiiy T.
viridescens.

De forma previa, o paralela, se obtuvieron resultados similares con la identificacion morfolégica
de las colonias y microscépica de los aislados (Figura 3). Las descripciones de las caracteristicas
morfologicas del aislamiento TR2.3, concuerdan con las descritas para T. pleuroticola (Park et al.,
2006). La colonia forma pustulas de color blanco en toda la colonia y esporula abundantemente
hacia los bordes en anillos concéntricos de color verde amarillento y oscuro. Esta especie se asemeja
a T. harzianum en la morfologia piramidal de los conidi6foros, las fialides son ampuliformes
dispuestas en verticilios de 2 a 4. Los conidios son de color verde palido, de forma subglobosa y
pared lisa. El largo de las fialides es mayor en T. pleuroticola (Figura. 3)
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Conidioéforo
«— Conidios

T. harzianum

Itomentosum_ /
Mv.

"

Conidioforo Conidios

T pleuroticola
TR2.3

Figura 3. Caracteristicas morfolégicas de especies de Trichoderma de Seccién 1 Pachybasium, Clado I Lixii-Catoptron o
Harzianum.

5. Conclusiones

La aparicion de once especies diferentes pertenecientes al género Trichoderma vy
pertenecientes a siete Clados diferentes, nos indica la gran complejidad y diversidad de organismos
asociados a los ecosistemas truferos, tanto silvestres como los producidos con truferas cultivadas.
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