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RESUMEN

Los hongos filamentosos del género Trichoderma han sido reconocidos como agentes
para el biocontrol de enfermedades vegetales. En este trabajo, investigamos los
mecanismos implicados en las respuestas de defensa en Arabidopsis thaliana
inoculadas con Trichoderma virens y Trichoderma atroviride. La interaccion de
Arabidopsis thaliana con Trichoderma indujo el crecimiento vegetal y activo respuestas
de defensa. Estos resultados indican que ambos procesos no son inherentemente
antagonistas. Estudios de la expresiéon de genes de respuestas de defensa conocidos
como PR1la::GUS y LOX2::GUS proporcionaron evidencia de que las respuestas de
defensa estimuladas por Trichoderma son dependientes de acido salicilico (AS) y
acido jasmonico (AJ). Mediante el uso de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), se muestra que ambas especies de Trichoderma
inducen la acumulacion de AS y AJ en etapas avanzadas de la interaccion. Se
encontré que las plantas de Arabidopsis thaliana cuyas raices fueron colonizadas con
T. virens o T. atroviride acumularon de 10-20 veces mayor cantidad de la fitoalexina
camalexina, un compuesto con actividad antimicrobiana. Cuando T. virens fue
cultivado en condiciones axénicas, se encontré que produce indol-3-carboxaldehido
(ICALd) un reactivo para la biosintesis de camalexina. Se realizaron experimentos
para evaluar la resistencia inducida por Trichoderma contra el hongo patégeno Botrytis
cinerea inoculando hojas de Arabidopsis thaliana con esporas de B. cinera. En las
plantas de Arabidopsis thaliana inoculadas con T. virens o T. atroviride, la severidad
de la infeccidn se redujo significativamente en comparacion con las plantas inoculadas
con el patégeno. Los resultados indican que el AS, AJ y la camalexina son importantes
mediadores de la inmunidad conferida por Trichoderma en las plantas de Arabidopsis
thaliana. Estos resultados proporcionan también informacion novedosa sobre la
actividad biolégica de los compuestos producidos por Trichodema para actuar como

posibles moléculas sefializadores que estimulan respuestas de defensa en plantas.



1. INTRODUCCION.

Las plantas estan continuamente bajo estrés bidtico causado por diferentes ataques,
incluidos los ocasionados por insectos, bacterias, virus y hongos. En la rizosfera,
ocurre una amplia comunicaciéon ocurre entre las plantas y el microorganismo a través
del intercambio de diferentes clases de compuestos producidos por los
microorganismos y las plantas. Este dialogo molecular determinara el resultado final
de la interaccidn, que puede ir desde el parasitismo a la simbiosis, por lo general estas
interacciones implican procesos celulares estrictamente coordinados (Pozo et al.,
2005; Ortiz-Castro et al., 2009). Los hongos filamentosos del género Trichoderma son
habitantes comunes de la rizosfera. Han sido ampliamente estudiados por su
capacidad de producir antibiéticos, parasitar a otros hongos (micoparasitismo) y por la
competencia por nutrientes contra otros microorganismos rizosfericos (Harman et al.,
2004). Se conoce desde hace muchos afios que las especies de Trichoderma
promueven el crecimiento y mejoran la productividad vegetal tanto en sistemas de
axénicos como en el campo (Chang et al., 1986; Yedidia et al., 2001; Adams et al.,
2007). Recientemente, se mostrd que plantas de Arabidopsis thaliana inoculadas con
T. virens acumularon mayor cantidad de biomasa foliar e indujeron la formacion de
raices laterales, estos efectos fueron atribuidos a la producciéon de auxinas por este
hongo (Contreras-Cornejo et al., 2009). Los hongos del género Trichoderma participan
en el control de enfermedades de las plantas ocasionadas por microorganismos
patégenos. Los escasos reportes sobre las respuestas de defensa inducidas por
Trichoderma, muestran por ejemplo; que en plantas de pepino inoculadas con T.
harzianum hay mayor actividad de las enzimas peroxidasa y quitinasa, proporcionando
con esto evidencia que T. harzianum puede conferir proteccion contra ciertos
microorganismos fitopatégenos (Yedidia et al., 1999). Recientemente, se reporté que
T. asperellum T-34 indujo respuestas de defensa contra Pseudomonas syringae pv.
lachrymans también en plantas de pepino, la proteccion conferida por T. asperellum se
correlaciond con la regulacion de proteinas implicadas en respuestas de estrés,
isoprenoides, biosintesis de etileno, fotorrespiracion y metabolismo de carbohidratos
(Segarra et al., 2007). Sin embargo, los mecanismos de sefializacion por los cuales las
diferentes especies de Trichoderma activan la inmunidad de plantas siguen siendo
desconocidos. Las plantas poseen diversos mecanismos de defensa inducibles para la
proteccidon contra el ataque de microorganismos fitopatégenos. Un ejemplo de ello es
la resistencia sistémica adquirida (RSA), que se activa después de la infeccién por

patégenos necrotréfos (Ryals et al., 1996). Del mismo modo, la colonizacion de raices



por rizobacterias no patdgenas pueden inducir resistencia sistémica (IRS) en la planta

huésped (van Loon et al., 1998, Fig. 1).
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Figura 1. Respuestas de defensa clasicas mediadas por acido salicilico y
acido jasmonico. Las respuestas de RSA y RSI pueden ser activadas por
virus, bacterias y hongos, generalmente son mediadas por acido salicilico (AS)
que es producido de novo en los sitios infectados y es distribuido de manera
sistémica para activar genes PR. La respuetas de defensa inducidas por
insectos masticadores son activadas por metil jasmonato (MeJA) o &cido
jasmonico (AJ), sin embargo se ha mostrado que Pseudomonas syringae
puede producir un analogo del AJ conocido como coronatina (La Camera et al.,
2004).



La IRS es mediada por un mecanismo similar al de la RSA, que se inicia en laraiz y se
extiende hasta el follaje, y a través de esta se confiere proteccion contra diferentes
tipos de microorganismos fitopatdgenos. En Arabidopsis thaliana, la RSA e IRS
pueden ser reguladas por diferentes vias de sefializacion. La RSA activada por
patdgenos se asocia con un aumento local y sistémico de acido salicilico (AS) y de
una reactivacion coordinada de genes que codifican proteinas relacionadas con
patogénesis (PR) (Lawton et al., 1995). Algunas respuestas de defensa pueden activar
otras rutas de sefalizacion clasicas como las mediadas por el acido jasménico (AJ) o
etileno (ET) (van Loon et al., 1998). Las vias de sefalizacion que se activan por la
acumulacién endogena de estos mediadores son eficaces parcialmente contra
distintas clases de agresores (Koornneef y Pieterse, 2008). La acumulacion de
metabolitos antimicrobianos y la expresién de muchos genes relacionados con las
respuestas de defensa, como los que codifican proteinas PR son parte integral de

proteccién a las plantas.

Por otro lado, las fitoalexinas son compuestos antibiéticos de bajo peso molecular
producidos por las plantas en respuesta al ataque de microorganismos fitopatégenos
(Paxton, 1981). Las estructuras quimicas de las fitoalexinas pueden variar entre las
diferentes familias de plantas pero por lo general incluyen: flavonoides, terpenos, e
indoles (Darvill y Albersheim, 1984). Las propiedades antimicrobianas de las
fitoalexinas sugieren una funcién potencial en los mecanismos de defensa del
huésped. A pesar de que las fitoalexinas han sido ampliamente estudiadas durante
muchos afios, recientemente se ha reportado una participacion directas contra
patégenos especificos de plantas (Dixon 2001; Bednarek y Osbourn, 2009). El
aislamiento y caracterizacion de mutantes afectadas en la produccion de fitoalexinas
en Arabidopsis thaliana, muestra que estas mutantes son susceptibles a diversos
patdgenos entre ellos el hongo necrotré6fo Botrytis cinerea (Thomma et al., 1999;
Ferrari et al.,, 2007). La principal fitoalexina que se ha detectado en Arabidopsis
thaliana es un derivado del indol llamada camalexina (3-tiazol-2'-yl-indol) (Tsuji et al.,
1992). La acumulacion de camalexina se encuentra en el tejido expuesto a la infeccion
por cepas virulentas o avirulentas de la bacteria Pseudomonas syringae (Tsuji et al.,
1992; Glazebrook y Ausubel, 1994) y después de la inoculaciéon con el hongo
Cochliobolus carbonum (Glazebrook et al., 1997). En estudios in vitro se ha mostrado
que la camalexina es capaz de inhibir el crecimiento de bacterias y hongos patégenos
de plantas (Jejelowo et al., 1991; Tsuji et al., 1992; Rogers et al., 1996). La biosintesis
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de camalexina en Arabidopsis thaliana involucra al menos dos citocromos CYP
(citocromo P450). La camalexina, se sintetiza a partir de triptéfano a través del
intermediario indol-3-acetaldoxima, ésta es una reaccién catalizada por CYP79B2 y
CYP79B3 PAD3 (Glawischnig et al.,, 2004). Datos basados en el fenotipo de la
mutante pad3 sugieren que este gen cataliza el paso final en la biosintesis de
camalexina (Zhou et al., 1999; Schuhegger et al., 2006). Por otro lado, se ha mostrado
gue la biosintesis de camalexina puede implicar la condensacion del indol-3-
carboxaldehido con el aminoacido azufrado L-cisteina que continda a la ciclacion y
descarboxilacion (Zook y Hammerschmidt, 1997). Se ha observado que el indol-3-
carboxaldehido es acumulado en la col (Brassica oleracea; Devys y Barbier, 1991),
esto indica que la acumulacion de los precursores de la camalexina es particularmente
en condiciones de crecimiento o en respuesta a estrés bidtico, esto podria contribuir
asi a la proteccion vegetal. Botrytis cinerea es el agente causal del moho gris y causa
sintomas de necrosis en mas de 200 especies de plantas, incluyendo Arabidopsis
thaliana. Las respuestas de defensa de Arabidopsis thaliana contra B. cinerea implican
la sefalizacion de AS y la acumulacion de camalexina (Ferrari et al., 2003). Si bien
muchos de los compuestos de defensa son inducidos por AS o AJ, estos mediadores
de respuestas de defensa no son aparentemente esenciales para la produccion de
camalexina (Ferrari et al., 2007). Es posible que las primeras sefiales durante la
interaccion (6xido nitrico, peroxido de hidrégeno, acido salicilico, etc.) se integren para
activar la biosintesis de camalexina. Con base en esta informacion, es tentador
especular que las sefales capaces de regular multiples respuestas de defensa pueden
actuar en conjunto y conferir resistencia cuando las plantas son atacadas por

microorganismos fitopatégenos.

Arabidopsis thaliana es un excelente modelo para el analisis de las interacciones de
las plantas con Trichoderma. En un trabajo anterior, se establecio un sistema in vitro
de interaccién planta-hongo, que permitio el andlisis detallado de algunos compuestos
producidos por T. virens con actividad biologica en las plantas (Contreras-Cornejo et
al., 2009). Al utilizar el mismo sistema experimental, se investigo algunas de las rutas
de sefalizacién de Arabidopsis thaliana implicadas en las respuestas de defensa
estimuladas por T. virens y T. atroviride. Los resultados de nuestra investigacion
muestran que ambas especies de Trichoderma inducen la acumulacion de AS y AJ asi
como la activacion de las lineas transgénicas PR-1a::GUS y LOX2::GUS, de respuesta
a AS y AJ respectivamente. Mediante el uso de técnicas de bioquimica analitica se

encontro que Trichoderma indujo la acumulacion de la fitoalexina camalexina.



Interesantemente, encontramos que el incremento de camalexina se correlaciona con
la produccién de indol-3-carboxialdehido, un reactivo para la biosintesis de
camalexina. Por otra parte, las plantas de Arabidopsis thaliana inoculadas con T.
virens o T. atroviride fueron mas resistentes a desarrollar los sintomas de la
enfermedad que ocasiona Botrytis cinerea. En conjunto, nuestros resultados muestran
la participacion simultanea de las rutas de sefializacion mediadas por AS, AJ y la
acumulacibn de camalexina, para conferir proteccion contra enfermedades
ocasionadas por microorganismos patégenos de plantas.

2. ANTECEDENTES

2.1. Los microorganismos de la rizosfera inducen la biosintesis de hormonas y

respuestas de defensa en las plantas.

La inoculacién de las raices de las plantas con diferentes especies de Trichoderma
induce cambios favorables en el desarrollo del sistema radicular de diversos sistemas
vegetales. Se ha observado que las plantas inoculadas con Trichoderma son mas
robustas y verdes. En plantas de maiz se determiné que las raices inoculadas con
Trichoderma son mas ramificadas e incrementaron su tamafio, comparando estos
efectos contra las plantas control (Shoresh et al., 2010). Efectos similares fueron
reportados en plantas de pinos que fueron inoculados con el hongo ectomicorricico
Pisolithus tinctorius (Frankenberger y Poth, 1987) y cuando se analizaron los extractos
del hongo ectomicorricico se encontrd que produjo acido-3-indol acético. En
investigaciones mas recientes se reportd que plantas de Arabidopsis thaliana
inoculadas con T. virens acumularon mayor cantidad de biomasa foliar y este efecto se
correlaciond con el incremento en el nimero de raices laterales, encontrando también
que T. virens produce tres compuestos derivados del triptéfano que pueden actuar
como auxinas en las plantas (Contreras-Cornejo et al., 2009). Otras investigaciones
muestran que plantas de algodon inoculadas con T. virens inducen respuestas de
defensa y este fendmeno esta relacionado con la liberacién de un péptido pequefio
denominado small protein (sm1). El mecanismo de defensa que este péptido activa es
mediado por AJ descartando la participacion de la ruta mediada por AS (Djonovi¢ et
al., 2006, 2007). Sin embargo, pocos estudios existen acerca de Trichoderma como
microorganismo iniciador de respuestas de defensa en las plantas, ademas éstas

pueden llegar a ser distintas entre la gran variedad de especies reconocidas.



2.2. Las respuestas de defensa son activadas especificamente después del

reconocimiento del microorganismo.

Investigaciones recientes de los mecanismos moleculares que son activados para
inducir respuestas de defensa en las plantas muestran una alta similitud a las que son
activadas en los mamiferos. En las plantas, por un lado, los productos de los genes
de resistencia (PR) que reconocen proteinas especificas de virulencia de los
patégenos (Avr) tienen motivos en comun con el sistema de los mamiferos y con los
de Drosophila en sus receptores (La camera et al., 2004). Por otro lado, se ha
propuesto que la percepcion de elicitores que activan respuestas de defensa en las
plantas se debe a la interacciébn y reconocimiento de los patrones moleculares
asociados a los microorganismos (PMAM; Boller y Yang-He, 2009). Por lo tanto esto
muestra que la inmunidad innata y los eventos de reconocimiento del microorganismo
con la planta estan conservados en las plantas, mamiferos e insectos. En contraste,
muchas de las respuestas de defensa activadas en las células vegetales hacia algin
microorganismo es especifico de las plantas. Investigaciones en donde se analiza el
trascriptoma de plantas inoculadas con algunos microorganismos muestran una
reprogramacion transcripcional (Truman et al. 2007). Entre los numerosos genes cuya
expresion cambia en las células infectadas estan los de respuesta a patogénesis (PR),
los cuales estan asociados con el desarrollo de la resistencia sistémica adquirida
(RSA) que codifican para proteinas antimicrobianas. Las proteinas PR tienen
actividades deletéreas en contra de componente estructurales de los microorganismos
patégenos. Los miembros de las familias PR-1 y PR-5 interactian con la membrana
plasmatica de los hongos, mientras otros PRs tienen actividad de -1, 3-glucanasa o
quitinasa que atacan la pared celular de los hongos. La actividad de muchas proteinas
gue codifican para genes implicados en el metabolismo secundario es también
afectada tras la infeccion por microorganismos patdgenos, induciendo a cambios
significativos en el contenido de los metabolitos de las plantas. En particular, los
metabolismos de las oxilipinas y fenilpropanoides fueron activados y son implicados en
diferentes niveles de las respuestas de defensa de las plantas.



2.3. Mecanismos implicados en la susceptibilidad y resistencia a enfermedades.

Las hormonas de las plantas estdn comUnmente asociadas con la regulacion del
crecimiento. Sin embargo, las hormonas tienen un amplio efecto sobre la fisiologia de
las plantas y puede ser diferencial dependiendo del tejido o de la etapa de desarrollo.
Frecuentemente, las plantas también se encuentran en condiciones de estrés y
algunas veces se ha observado una pausa en el proceso de crecimiento (Seilaniantz
et al., 2007). Por lo tanto no es sorprendente observar que las mutantes afectadas en
rutas implicadas en procesos de desarrollo muestren una respuesta alterada de
defensa a los microorganismos patégenos. Por el contrario, la compleja y regulatoria
red de interacciones que ocurre entre las rutas de sefializacién mediada por moléculas
sefializadoras como: el acido salicilico, acido jasmonico, acido indol-3-acético, etileno,
acido abscicico (ABA), acido giberélico (AG) y estringolactonas sesquiterpenoides, son
modificadas para activar la sefializacién mas apropiada para limitar la proliferacién del
microorganismo. Un ejemplo clasico es la interaccion negativa entre la resistencia a
microorganismos biotr6fos controlada por AS y la resistencia a microorganismos
necrotrofos controlada por AJ/ET (Seilaniantz et al., 2007). Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000 (PstDC3000) induce interacciones negativas en las plantas para
descontrolar la fisiologia vegetal y proliferar en el tejido. PstDC3000 produce una
toxina llamada coronatina, la cual mimetiza varios efectos del AJ (Feys et al., 1994).
Interesantemente, cuando la mutante sid2 afectada en la biosintesis de AS es
inoculada con la cepa PstDC3000 que esta afectada en la produccion de coronatina
(cor-), el patégeno crece de manera equivalente a la cepa PstDC3000 silvestre. Esto
datos sugieren fuertemente que una de las principales funciones de la coronatina es
suprimir la ruta de sefalizacion mediada por AS. En el afio 2006, se sugirid otra
funcidon para la coronatina en donde se encontr6 que también interfiere en la
sefalizacion mediada por ABA reprimiendo el cierre estomatico inducido por esta
hormona (Melotto et al., 2006). Otros estudios sugieren también que la coronatina
actla después de la entrada de la bacteria en el tejido vegetal, y asi funciona como un
autoinductor bacteriano que estimua el crecimiento de PstDC3000 en el espacio
mesofilo de las hojas. La coronatina también interfiere con la ruta mediada por AS por
interaccion con la sefializacion del AJ (Shang et al., 2006). En 1990, Robinette y
Matthysse mostraron que la respuesta hipersensitiva (RH) producida por infiltracion de
P. syringae pv. phaseolicola en plantas de tabaco puede ser suprimida con la
condicion de que si en el mismo sitio previamente han sido infiltrados Agrobacterium

tumefaciens o Pseudomonas savastini. Cuando se hicieron ensayos similares al
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anterior con estas dos bacterias que tenian deleciones, mostraron que la produccion
de auxinas es requerida para la supresion de la RH. El efecto negativo de las auxinas
ha sido mostrado con cierto detalle. Navarro et al., 2006, mostré que el reconocimiento
por parte de la planta de la flagelina 22 (flg22) activa la participacion de un microRNA
canonico (miRNA373) que contribuye para la represion de la ruta de sefializacion
mediada por auxinas. Estos antecedentes muestran que la represion de la
sefalizacion de las auxinas es parte de la respuesta inmune de las plantas. La
participacion de las auxinas en las respuestas de defensa de las plantas es poco
conocida, sin embargo, la induccion de genes implicados en la biosintesis de auxinas
por microorganismos biotrofos y la represion de la RH por auxinas indican la posible
participacion de las auxinas como reguladores negativos de la ruta mediada por AS, tal
vez por la activacién de la ruta mediada por AJ. Por ejemplo, se ha observado que las
auxinas activan la induccién de genes implicados en la biosintesis de AJ (Tiryaki et al.,
2002). Ademas la mutante arf6é/arf8, reduce la expresién de genes implicados en la
biosintesis de AJ y muestra bajos niveles de AJ en las flores, indicando que ARF6 y
ARF8 y tal vez otras proteinas ARF regulan positivamente la sintesis de AJ (Nagpal et
al., 2005). Recientemente se reportd6 que las auxinas estan implicadas en la

sobrevivencia de los microorganismos en condiciones de estrés (Remans et al., 2006)

La funcién de las citocininas en la defensa de las plantas muestra algunas similitudes
a las de las auxinas. Ambos compuestos son producidos por microorganismos
biotrofos. Se cree que el retardamiento de la senescencia es debido al efecto de las
citocininas (Angra-Sharma et al., 1999). Las citocininas y las auxinas estan implicadas
en la RH. Interesantemente, en algunos casos las citocininas han sido responsables

de inducir muerte celular (Seilaniantz et al., 2007).

El acido giberélico (AG) parece tener un efecto opuesto en la defensa de las plantas.
El AG promueve el crecimiento de las plantas por la induccion de la degradacion de
las proteinas DELLAS, las cuales son reguladores negativos del crecimiento (Harberd,
2003). Reportes recientes sugieren que las proteinas DELLAs promueven la
resistencia a microorganismos necroétrofos y la susceptibilidad a microorganismos
biotrofos, tal vez por la modulacion del balance entre las rutas de sefalizacion
mediadas por AS y AJ/ET.

El acido abscisico muestra una funcién importante en los procesos de adaptacion
durante condiciones de estrés. Su participacion en respuestas de defensa es

pobremente conocido. Recientemente, se mostr6 que PstDC3000, estimula la
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produccién de ABA durante los procesos de enfermedad de la planta (Truman et al.,
2006), sugiriendo que el ABA es un factor de susceptibilidad para esta bacteria. En
otros estudios se encontré que el ABA parece actuar como un regulador negativo de la

ruta de sefializacion mediada por AS (Mohr, 2003).

El tratamiento con brasinoesteroides también puede afectar la induccién de las
respuestas de defensa en las plantas. El tratamiento de plantas de tabaco o arroz con
brasinolidos activa la resistencia contra una gran variedad de microorganismos
biotrofos. Interesantemente, este incremento en la resistencia fue independiente de la
ruta de sefializacién del AS. Por lo tanto, parce que los mecanismos por los cuales los
brasinoesteroides regulan la resistencia en contra de microorganismos patdgenos es
diferente de la ruta del AS. La explicacion puede ser debido al complejo de la
interaccion entre brasinoesteroides y otras hormonas (Krishna, 2003). Algunos hongos
patégenos producen toxinas que se asemejan a las hormonas esteroideas como son
la zearalenona. Concebiblemente, ésta y otras moléculas relacionadas, modulan la
respuesta de los brasionoesteroides de manera analoga a como éstas acttan en el

sistema de los esteroides en los mamiferos (Kiessling, 1986).

2.4. Participacion del acido salicilico en las respuestas de defensa.

La participacion del acido salicilico como molécula sefial en respuestas de defensa
local y sistémica ha sido ampliamente estudiada. El incremento de los niveles
endogenos de AS y sus conjugados en plantas inoculadas con microorganismos
patégenos coincide con la elevada expresién de genes que codifican para las
llamadas proteinas PR (pathogenesis-related) y la activacion de la resistencia a la
enfermedad. Los mecanismos de sefializacion mediados por AS, pueden
considerarse como una red compleja de sefalizacion. Mdltiples estimulos pueden
activar la sintesis y sefializacion del AS. ElI AS puede unirse especificamente a una
variedad de proteinas vegetales afectando su actividad (Shah, 2003; Mohr y Cahill,
2007). El AS también puede activar la expresién de genes por multiples mecanismos
y en diferentes eventos durante la sefializacion de las respuestas de defensa (Pieterse
et al.,, 2001). El estado de desarrollo y condiciones ambientales, también ejercen
influencia sobre la biosintesis y sefializacion de AS. Los cloroplastos son importantes
también en el metabolismo de biosintesis para los precursores del AS y de algunas
moléculas lipidicas que pueden servir como sefial para algunas respuestas de
defensa especificas. Se ha mostrado que algunas mutaciones de genes que codifican
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para proteinas con actividad en los cloroplastos alteran la sintesis de AS y son mas
susceptibles a enfermedades, sugiriendo que los cloroplastos cumplen funciones

importantes durante las interacciones patdgeno-planta (Shah et al., 2003, Fig.1).

2.4.1. Biosintesis del acido salicilico.

Investigaciones sobre la biosintesis de &cido salicilico sugieren dos rutas, una
dependiente de fenilalanina y otra dependiente de shikimato. Interesantemente,
también ha sido reportado que algunas bacterias pueden sintetizar AS a través de la
via isocorismato (Verberne et al., 1999). La ruta de shikimato proporciona corismato, el
cual puede ser convertido a AS. En el cloroplasto es donde ocurre la mayor tasa de
biosintesis de corismato. El gen SID2 (SALICYLIC ACID INDUCTION DEFICIENT 2)
de Arabidopsis thaliana codifica para una isocorismato sintasa (ICS). Se ha propuesto
gue la ICS codificada por SID2, cataliza la conversion de corismato a isocorismato,
presumiblemente en el cloroplasto. Por analogia al mecanismo de biosintesis de AS
en bacterias, se ha sugerido que una isocorismato piruvato liasa (IPL) cataliza la
conversion de isocorismato a AS. Una ruta alternativa de biosintesis de AS se ha
sugerido en plantas de tabaco a partir de la ruta fenilalanina via acido benzoico. La
enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza el primer paso, el cual es una
conversion de fenilalanina a acido trans-cinamico. El &cido trans-cindmico es
consecuentemente convertido a acido benzoico. Una acido benzoico-2-hidroxilasa
(BA2H) cataliza el paso final de acido benzoico a AS (Shah, 2003). Por otro lado, las
plantas pueden conjugar el AS libre con azlcares como la glucosa o metil-esterificarlo,

sin embargo también puede esistir AS glicosado y metil-esterificado (Fig. 1).
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Figura 2. Rutas de biosintesis de acido salicilico. La imagen muestra las rutas de
biosintesis dependientes de fenilalanina via acido benzoico y la ruta alternativa
dependiente de corismato via isocorismato. PAL: fenilalanina amonio liasa. BA2H:
acido benzoico 2-hidroxilasa. ICS: isocorimato sintasa. IPL: isocorismato piruvato liasa.
SAGT: Acido salicilico glicosil transferasa. SAMT: Acido salicilico metil transfererasa.
sid2-2: Mutante de Arabidopsis thaliana efectada en la enzima isocorismato sintasa
(Shah, 2003).
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2.4.2. Vias de sefalizacion del acido salicilico.

Las hormonas vegetales AS, AJy ET son las principales mediadoras durante las redes
de sefalizacion implicadas en las respuestas de defensa contra microorganismos
benéficos, patégenos o insectos. En la Ultima década, importantes avances se
lograron en el estudio de los mecanismos mediados por AS para comprender la
funcion del modulador de respuestas de defensa conocido como NPR1 (NON-
EXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED 1). NPR1 un regulador clave de la
resistencia sistémica adquirida (RSA), que es esencial para traducir la sefial generada
por el AS y activar la expresion del gen PR-1 (PATHOGENESIS-RELATED 1) que
codifica para una proteina antimicrobiana. En Arabidopsis thaliana, se ha mostrado
que después de una infeccion, las plantas acumulan cantidades considerables de AS,
este fendmeno induce cambios redox en el citoplasma. La forma inactiva de NPR1 es
cuando se encuentra formando un oligdmero (trimero), cuya unioén se logra a través de
las cisteinas de cada monomero. Durante los cambios redox que ocurren en el
citoplasma que se oxidan las cisteinas de los trimeros, liberando a los monémeros de
NPR1 que constituyen la forma reducida y activa de este factor transcripcional que
posteriormente es translocado al nucleo, en el nacleo NPR1 funciona como un co-
activador transcripcional uniéndose a los factores trascripcionales del gen PR-1. EI AS,
regula la participacion de NPR1 y su unién a TGAL, un miembro de la familia TGA de
factores transcripcionales que activan elementos de respuesta a AS en los promotores
de los genes PR tras la union con NPR1. Por otro lado, también existen evidencias de
que el gen PR-1 puede ser activado através de un mecanismo independiente de
NPR1, sin embargo, el mecanismo no esta aun elucidado completamente (Pieterse y
Van Loon, 2004).

2.5. Participacién del acido jasmonico (AJ) en las respuestas de defensa.

La sefalizacion del AJ puede ser activada por un amplio rango de estreses incluyendo
el estrés omotico, dafio por herbivoria, sequia y exposicion a elicitores como:
quitinasas, oligosacaridos, oligogalacturénidos y extractos de levadura (Turner et al.,
2002). La biosintesis de AJ en Arabidopsis thaliana es regulada por las sefiales que
se originan en los estambres en desarrollo, en donde el AJ es requerido para el

desarrollo y produccién de polen. Existen evidencias de que las proteinas cinasas (ej:
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Mitogen-activated protein kinase 4; MPK4) suprimen la ruta de biosintesis del AS y
promueven la expresion de genes de respuesta a AJ tal es el caso del gen PDF1.2
que codifica para una proteina con actividad antimicrobiana mejor conocida como

defensina (La Camera et al., 2004).

2.5.1. Biosintesis del acido jasmaonico.

La biosintesis de AJ involucra la participacion de por lo menos cinco genes que
codifican para enzimas clasificadas dentro de la familia de los citocromos P450, los
productos de las cuales se encuentran principalmente en el cloroplasto. Estos
productos son modificados por procesos de B-oxidacion en el peroxisoma resultando
finalmente en la biosintesis de AJ, el cual es modificado en el citoplasma.
Comunmente el AJ es metilado por la accion de una enzima conocida como acido
jasmonico metil transfersa (AJMT). En Arabidopsis thaliana se ha sugerido que el AJ
implicado en procesos de desarrollo es sintetizado de una ruta diferente al del AJ que
esta involucrado en respuestas de defensa activadas por herbivoria (Turner et al.,
2002, Fig. 2)

2.5.2. Participacion de las lipoxigenasas en la biosintesis de acido jasmonico.

Los mdltiples productos de oxidacién primaria de acidos grasos para la produccion de
9 6 13-hidroperoxidos son complejos, pero estos hidroperdxidos posteriormente
pueden ser metabolizados por una serie de enzimas de distintas rutas metabdlicas.
Los impactos fisioldgicos de los hidroperdxidos en las respuestas de defensa son
conocidas con cierto detalle. En reacciones secundarias, las lipoxigenasas (LOXs) son
capaces de dehidratar los hidroperoxidos a acidos grasos cetodienoicos. La
peroxigenasa es la Unica hemo-oxidasa que cataliza reacciones de co-oxidacion
formando &cidos grasos epoxi o dihidrodioles (La Camera et al.,, 2004). Estos
precursores también son sustratos potenciales para la biosintesis de cutina en algunas
especies de plantas (Turner et al., 2002). La epoxi alcohol sintasa ha sido pobremente
estudiada pero se conoce que forma acidos grasos epoxi-hidroxidados a través de
rearreglos intramoleculares de los acidos grasos hidroperoxidados (La Camera et al.,
2004; Browse, 2009). Las otras tres enzimas cuyos sustratos son acidos grasos

hidroperoxidados son la aleno oxido sintasa (AOS), hidroperoxido liasa (HPL) y divinal
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éter estearasa (DES). Dichas enzimas son estructuralmente relacionadas vy
constituyen un grupo atipico de enzimas relacionadas con los citocromos P450
(CYP74) que no requieren una reductasa dependiente de nicotin adenin dinucle6tido
fosfato (NADPH) y oxigeno para su catdlisis (Browse, 2009). Las tres enzimas utilizan
un intermediario carbocation reactivo, pero los productos finales son muy diferentes
(Turner et al., 2002). La AOS fue la primera enzima descubierta en 1993 y ha sido
estudiada por varios afios en muchas especies de plantas y se considera que es
crucial para la sintesis de AJ. El AJ en las plantas es semejante a las prostaglandinas
en los mamiferos. El AJ es considerado como una de las principales moléculas sefial
en las plantas por su funcién en respuestas de defensa y procesos de desarrollo

(Turner et al., 2002, La Camera et al., 2004, Browse, 2009, Fig. 2).

2.5.3. Biosintesis de oxilipinas en las plantas.

Aunque existe clara evidencia de la acumulacion de &cidos grasos durante las
interacciones planta-microorganismo que fue propuesta hace mas de una década, la
complejidad de las rutas de biosintesis y la diversidad de las actividades biol6gicas de
las oxilipinas de las plantas fue descubierto recientemente. Las fitooxilipinas son
sintetizadas enzimaticamente a partir de los acidos grasos poliinsaturados a través de
tres vias principalmente: I. La ruta de las LOXs, la cual ha sido la Unica ruta enzimatica
de oxidacion, Il. A través de citocromos P450 que se localizan en el reticulo
endoplasmético que catalizan la o-hidroxilacion de &cidos grasos, y Ill. La
participacion de una a-dioxigenasa que muestra similitud con las cicloxigenasas que
catalizan la o-oxigenacion de los &cidos grasos. En adicién algunos derivados tipo
isoprostano (denominados fitoprostanos) producidos por mecanismos catalizados por
radicales libres han sido identificados en las plantas. En contraste a los animales, los
cuales utilizan acido araquiddénico (C20:4) como precursor para la biosintesis de
eicosanoides, las oxilipinas de las plantas se derivan principalmente del acido
linolénico (C18:3) y el &cido hexadecatrienoico (C16:3). Dichos acidos grasos estan
presentes en fosfolipidos, pero una abundante fuente de acidos grasos poliinsaturados
se encuentra en los galactolipidos del cloroplasto. De hecho distintas rutas de
biosintesis de oxilipinas extra-cloro plasticas y cloroplasticas también se han reportado
y producen una amplia variedad de compuestos derivados bioactivos (La Camera et
al., 2004). Una gran variedad de estas rutas son inducidas diferencialmente en

respuesta a estimulos ambientales, pero las actividades de especificas oxilipinas
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especificas también han sido reportadas en procesos de desarrollo. El perfil de
oxilipinas en las plantas depende del género y especies vegetales, asi como el tipo de
estrés que este participando. Se ha encontrado que numerosas isoformas de las LOXs
vegetales se acumulan en etapas de desarrollo vegetal en tejidos como, flores,
semillas maduras, o en semillas en proceso de germinacion (Turner et al., 2002). Las
LOXs vegetales catalizan la adicion de oxigeno en los acidos grasos mostrando un
motivo 1, 4-pentadieno como en el caso de los acidos linoleico y linolénico. Con estos
sustratos, la actividad de las LOXs es region-especifica, por ejemplo para los 9 6 13-
hidroperéxidos se ha observado que las 9-LOX 6 13-LOX son especificas
respectivamente. Las determinantes moleculares de esta especificidad han sido
identificadas y en plantas de pepino en donde una 13-LOX puede ser convertida a una
9-LOX en una sola mutaciéon (La Camera et al., 2004). Por otro lado, las oxilipinas
vegetales se producen en respuesta a las agresiones biéticas, en donde por la accion
de acil-hidrolasas lipidicas remueven lipidos estructurales y estos acidos grasos
pueden ser oxidados por la actividad de las LOXs para producir intermediarios que
pueden servir para otras rutas o generar compuestos antimicrobianos, citotdxicos o

moléculas sefalizadoras.
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Figura 3. Ruta de biosintesis de acido jasménico. El AJ se produce después de
varios tipos de estrés como el dafio por herbivora, infecciébn por microorganismos
rizosfericos y sustancias (elicitores) secretadas por insectos. En Arabidopsis thaliana
diferentes estreses activan la biosintesis de AJ via LOX2. En procesos de desarrollo
el AJ acumulado como molécula sefial que puede actuar de manera sinérgica con las
auxinas implica la participacion de una lipoxigenasa analoga a LOX2. La biosintesis de
AJ ocurre tras la transformacion del acido linolénico (18:3) en dos sitios de la célula
que son el cloroplasto y el peroxisoma en donde se lleva a cabo la -oxidacion. Una
vez sintetizado el AJ puede ser modificado para formar metil-jasmonato o jasmone que
son sefiales volatiles en la comunicacion planta-planta. AOS: Aleno 6xido sintasa.
AOC: Aleno o6xido ciclasa. OPDA: &cido (9S, 13S)-12-oxo-cis-10, 15-fitodienoico.
OPR3: OPDA-reductasa. OPC: acido 3-o0xo-2-(cis-2 -pentenil)-ciclopentano-1-

octanoico. JMT: &cido jasmoénico metil transfereasa (Turner et al., 2002).
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2.6. Respuestas de defensa mediadas por fitoalexinas.

Las fitoalexinas son compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular, cuya
produccién se activa en las plantas en respuesta a la infeccién por microorganismos
patégenos o el tratamiento con varios elicitores quimicos (ejemplo AgNOs). La
produccién de fitoalexinas depende de la activacion de un grupo particular de genes
de biosintesis que son citocromos P450. La produccién de fitoalexinas es una de las
mas rapidas respuestas de defensa tras el estimulo por algin microorganismo
patégeno. Aunque muchas fitoalexinas poseen clara actividad antimicrobiana in vitro,
su papel en las respuestas de defensa no ha sido completamente elucidado (Thomma
et al.,, 1999). Se ha observado que las fitoalexinas son acumuladas tras la infeccién
alrededor de los sitios lesionados (Darvill y Albershem, 1984). En el modelo vegetal
Arabidopsis thaliana, un compuesto derivado del indol conocido como camalexina (3-
tiazol-2"yl-indol), es la principal fitoalexina que aparece después de la infeccion por
PstDC3000 (Tsuji et al., 1992). In vitro, esta fitoalexina ha mostrado ser un potente
inhibidor del crecimiento de PstDC3000, Cladosporium cucumerium (Tsuji et al., 1992)
y de la germinacién de esporas de Alternaria brassicae (Browne et al., 1991). En
Arabidopsis thaliana se han aislado varias mutantes que producen bajos niveles de
camalexina conocidas como phytoalexin-deficient (padl-1, pad2-1, pad3-1, pad4-1 y
pad5-1). Estas mutantes pueden ser Utiles para estudiar la importancia o participacion
de las fitoalexinas en las respuestas de defensa en las plantas tras la infeccion de
microorganismos. Investigaciones recientes muestran que PADS3 codifica para un
citocromo P450, que se asemeja a una enzima de maiz implicada en la produccién de
una fitoalexina derivada del indol, sugiriendo asi que pad3-1 es una mutante afectada

en la biosintesis de camalexina (Thomma et al., 1999).

2.6.1. Biosintesis de camalexina.

Una caracteristica de las plantas cruciferas es la produccién de fitoalexinas que
contienen nitrdgeno y azufre en sus estructuras. Estos compuestos poseen actividad
antimicrobiana y anticancerigena. En Arabidopsis thaliana se ha propuesto que la
camalexina es sintetizada en una reaccién de condensacion entre el indol-3-
carboxaldehido (ICALd) y Ila cisteina, cuya reaccibn es impulsada por
NADP—NAPH+H en la cual hay liberacién de H,O y CO, (Zook y Hammerschmidt,
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1997, Fig. 3). Recientemente se reportd que la camalexina es sintetizada a partir de
una ruta dependiente de triptéfano via indol-3-acetaldoxima (IAOx), la cual es una
reaccion catalizada por dos citocromos conocidos como CYP79B2 y CYP79B3, el
IAOx también puede ser utilizado por las plantas para la biosintesis de indol-

glucosinolatos y de acido indol-3-acético (Glawischnig et al., 2004).
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Figura 3. Mecanismo molecular para la biosintesis de camalexina a partir de la
reaccion de condensacion del indol-3-carboxaldehido y la cisteina (Zook y
Hammerschmidt, 1997).
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Figura 4. Mecanismo molecular para la biosintesis de camalexina a partir de
indol-3-acetaldoxima (IAOx). El IAOx puede ser trasnformado en la planta en

indol glucosinolaltos o en acido indol-3-acetico (Glawischnig et al., 2004).
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2.7. El género de hongos Trichoderma.

Trichoderma es un género de hongos de reproduccion asexual, que a menudo son
aislados del suelo. Las especies de Trichoderma estan presentes en casi todos los
tipos de suelos, por ejemplo los suelos tropicales y templados contienen ~10'-10°
propagulos viables por gramo. Estos hongos también son capaces de colonizar las
raices de las plantas y materiales herbaceos. Sin embargo, a muchas especies
incluyendo las que se utilizan para el biocontrol no se les conoce el estado sexual de
reproduccion (Harman et al., 1998). Las especies de Trichoderma muestran un alto
nivel de diversidad genética y pueden ser usados para producir un amplio rango de
productos de interés comercial y ecoldgico. Se ha mostrado que las especies de
Trichoderma son productoras prolificas de proteinas extracelulares y son bien
conocidas por su habilidad para producir enzimas que degradan celulosa y quitina,
aungue también producen otras enzimas Utiles. Trichoderma es bien conocido como
parasito de otros hongos. De los exudados de Trichoderma se han caracterizado mas

de 100 metabolitos con actividades antibiéticas (Sivasithamparam et al., 1998).

Trichoderma ha sido ampliamente utilizado como agente para el control de
enfermedades vegetales y por sus habilidades de incrementar el crecimiento y
desarrollo de estas, asi como también son adecuadamente usadas en la horticultura.
Algunas especies de Trichoderma muestran la propiedad conocida como competencia
por la rizosfera, que es la habilidad para colonizar las plantas y crecer en asociacion
con las raices de las plantas (Harman, 2000). Muchos de los conocimientos biol6gicos
y de los usos de Trichoderma han sido documentados recientemente. La taxonomia de
estos hongos esta siendo revisada significativamente y muchas nuevas especies han
sido reconocidas (Harman et al., 2004).

2.7.1. Interaccion de Trichoderma con las plantas.

Trichoderma puede proliferar, competir y sobrevivir en los suelos de ecosistemas
complejos. Durante la interaccion Trichoderma-planta, el hongo puede colonizar las
raices e incrementar la biomasa radicular cuando éstas son sanas. Las respuestas de
defensa inducidas por Trichoderma en las plantas pueden proceder a una respuesta
sistémica y proteger a la planta entera de un amplio rango de microorganismos

patdgenos. Interacciones similares han ocurrido con otros hongos y bacterias,
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incluyendo especies avirulentas de patdégenos como Fusarium y Rhizoctonia (Harman
et al., 2004). Los microorganismos de la rizosfera entre ellos Trichoderma, han
mostrado poseer muchas habilidades para afectar la productividad de la planta y
repercutir positivamente sobre su metabolismo; esto puede ser aprovechado mucho
mas eficientemente con una mejor comprensién sobre los mecanismos y sistemas que

operan en las interacciones Trichoderma-planta.

Descubrimientos recientes muestran que las especies de Trichoderma son
oportunistas, simbiontes avirulentos de las plantas (Harman et al., 2004).
Interesantemente, se ha observado que la aplicacién de esporas de Trichoderma
sobre frutos, flores y follaje puede controlar las enfermedades en dichos sitios
(Harman et al.,, 2004). Existen algunas especies que establecen colonizaciones
duraderas y robustas sobre las superficies radiculares, llegando incluso a penetrar la
epidermis y la corteza, siendo en este aspecto semejante a los hongos micorricicos.
También se ha mostrado que Trichoderma produce una variedad de compuestos que
inducen respuestas de resistencia local y sistémica en diferentes modelos vegetales,
explicando con esto su avirulencia. Estas asociaciones raiz-microorganismo, causan
importantes cambios en el proteoma y metabolismo de la planta. Las plantas se
defienden en contra de numerosos tipos de patdégenos a través de respuestas
semejantes a la resistencia sistémica adquirida o la resistencia sistémica inducida por
rizobacterias. La colonizacién de Trichoderma, frecuentemente también estimula el
crecimiento y desarrollo de la raiz repercutiendo en la productividad postcosecha,
resistencia a estrés abiético, captacion y utilizacién de nutrientes (Harman et al., 2004;

Contreras- Cornejo et al., 2009).

Se ha mostrado que diversas especies de Trichoderma pueden competir contra
hongos fitopatdgenos por exudados de las semillas en proceso de germinacion, dichos
compuestos son utilizados para el desarrollo de los propagulos en el suelo (Howell,
2002). Las especies de Trichoderma, también pueden competir contra
microorganismos del suelo por nutrientes y/o espacio (Elad, 1996). Trichoderma
también puede inhibir y degradar pectinasas y otras enzimas que son esenciales para
los hongos fitopatégenos como Botrytis cinerea para penetrar las superficies de las
hojas (Zimand et al., 1996). Los efectos directos de Trichoderma sobre otros hongos
son complejos y recientemente son considerados como las bases por las cuales
Trichoderma ejerce efectos sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas.
Investigaciones sobre estos temas han generado un amplio cuerpo de conocimientos,
incluyendo el aislamiento y la clonacién de una gran cantidad de genes que codifican
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para proteinas de las cuales algunas tienen actividad antimicrobiana (Harman et al.,
2004).

2.8. Trichoderma induce respuestas de defensa en las plantas.

Se conoce que Trichoderma puede colonizar las raices de plantas monocotiledéneas y
dicotiledéneas. Este fendmeno induce cambios en el proteoma de la planta, entre las
gue se incluyen las respuestas de defensa. Algunas especies de Trichoderma inducen
la acumulacion de fitoalexinas o la expresion de genes implicados en la sintesis de
moléculas sefializadoras como AS, AJ o ET (Harman et al., 2004; Djonovic et al, 2006,
2007). Las respuestas de defensa inducidas por Trichoderma pueden ser
dependientes del estimulo de compuestos quimicos de bajo peso molecular o

péptidos difusibles o por el contacto fisico y el reconocimiento de las proteinas Avr.

2.8.1. Elicitores bioquimicos para la resistencia a enfermedades.

Se conocen tres clases de compuestos que son producidos por las especies de
Trichoderma que inducen resistencia en las plantas. Estas son proteinas con actividad
enzimatica u otras funciones, homologos de proteinas codificadas por genes de
avirulencia y oligosacaridos de bajo peso molecular que son liberados de la pared

celular de hongo (Harman et al., 2004).

2.8.2. Proteinas con actividad enzimatica y otras funciones.

Existe evidencia de que Trichoderma induce respuestas de defensa en las plantas por
que la liberacion de una xilanasa de 22-kDa que es responsable de la emisién de
etileno y (Fuchs et al., 1989; Lotan y Fluhr, 1990). Interesantemente esta pequefia
proteina es translocada a través del sistema vascular de las plantas de tabaco cuando
es introducida en los peciolos de las hojas y bajo estas condiciones induce respuestas
de defensa local. De manera similar una serie de proteinas y péptidos activos en las
plantas indujeron la acumulaciéon de terpenos, fitoalexinas y la activacion de la
peroxidasa en plantas de algoddn inoculadas con T. virens (Hanson y Howell, 2004).
También se reportd que T. virens produce un péptido pequefio conocido como (small
protein) sm1l que induce respuestas de defensa en plantas de algod6n y maiz, cuyo

mecanismo de defensa es dependiente de AJ (Djonovi¢ et al., 2006, 2007).
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2.8.3. Homologos Avr.

Los productos de los genes Avr han sido bien identificados en una gran variedad de
hongos y bacterias patdégenos de plantas. Generalmente son elicitores especificos
dependiendo de las especies de hongos y cepas bacterianas asi como de los sistemas
vegetales y son capaces de inducir respuestas de defensa especificas (Backer et al.,
1997). El andlisis del proteoma de T. harzianum permiti6 la identificacion de

homdlogos Avrd y Avr9 de Cladosporium fulvum (Harman et al., 2004).

2.8.4. Oligosacaridos y compuestos de bajo peso molecular.

Se han aislado algunas lineas trangénicas de Trichoderma que fueron transformadas
con sistemas reporteros que estan basados en la proteina verde fluorescente o
actividades enziméaticas especificas (glucosa oxidasa) bajo el control de promotores
implicados en el biocontrol. Esto ha permitido el aislamiento y caracterizacion de
moléculas bioactivas que son liberadas por la accion de las enzimas degradadoras de
pared celular de los hongos patégenos o de las plantas (Tabla I). Estas moléculas que
son producidas durante mdltiples interacciones que ocurren en la naturaleza entre
Trichoderma, hongos patégenos y las raices de las plantas funcionan como inductores

de respuestas de defensa en las plantas (Kubicek et al., 2001).
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Tabla I. Induccion de resistencia en las plantas por especies de Trichoderma.

Tiempo
) Modelo Microorganismo después o
Especies . Efectos Eficacia
vegetal patégeno dela
aplicacién
y 78% reduccion de de la
Proteccion de las "
. . B enfermedad; habilidad para
T. virens G-6, . ) . ) plantas; induccion de . ) o )
algodén Rhizoctonia solani L 4 dias inducir fitoalexinas para una
G-6-5y G-11 fingitoxinas y o o
) . . maxima actividad de
fitoalexinas terpenoides .
biocontrol
) Proteccion de las hojas y )
. Colletotrichum 42% de reduccion en el area
T. harzianum B . . cuando T-39 estuvo . . )
Frijol lindemuthianum; . 10 dias lesionada; se redujo el
T-39 o presente en las hojas .
Botrytis cinerea numero de lesiones
solamente
Proteccion de las hojas
solamente cuando T-
Pseudomonas 203 estuvo presente en Reduccion de la enfermedad
T. asperellum ) ) ) y } ) )
7203 Pepino syringae pv. las raices; produccién 5 dias de las hojas por arriba del
lachrymans de compuestos 80%.
antifingicos en las
hojas
Proteccion de las hojas 69% de pudricion (inducida
Botrytis cinerea; cuando T-22 o P1 por B. cinerea) con T-22;
T. atroviride . Xanthomonas estuvieron presentes en . bajo nivel de control con P1
Frijol . 3 » 7-10 dias y
P1 campestris pv la raiz; produccion de 54% de reduccién de los
phaseoli compuestos sintomas inducidos por la
antifingicos bacteria.
) Proteccion de las hojas
. Magnaporthe grisea; B
T. harzianum cuando NF-9 estuvo . 34-50% de reduccion de la
Arroz Xanthomonas 14 dias

NF-9

oryzae pv. oryzae

presente solamente en

las raices

enfermedad.

Fuente de la informacién: Harman et al., 2004.
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3. JUSTIFICACION.

Trichoderma es un género de hongos utilizados como biofertilizantes; sin embargo, los
mecanismos para la induccion de respuestas de defensa han sido poco estudiados. El
avance en el conocimiento sobre dichos procesos permitird que la aplicacion de estos

se optimice para la proteccién de las plantas contra patdgenos.

4. HIPOTESIS.

Los hongos del género Trichoderma estimulan respuestas de defensa en Arabidopsis

thaliana y confieren proteccion contra Botrytis cinerea.
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5. OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar las respuestas de defensa en Arabidopsis thaliana inducidas por

Trichoderma virens y Trichoderma atroviride.

5.1. OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Caracterizar los efectos de la inoculacion de Arabidopsis thaliana con
Trichoderma virens y Trichoderma atroviride en la produccion de biomasa total

y la acumulacion de antocianinas.

2. Determinar los efectos de la inoculaciéon con Trichoderma virens y Trichoderma
atroviride en la acumulacion de acido salicilico y acido jasmonico en plantas de

Arabidopsis thaliana.

3. Investigar los efectos de la inoculacion con Trichoderma virens y Trichoderma
atroviride sobre la expresion de genes implicados en respuestas de defensa

mediados por acido salicilico (AS) y acido jasménico (AJ).

4. Cuantificar la acumulacion de camalexina en plantas de Arabidopsis thaliana

inoculadas con Trichoderma virens y Trichoderma atroviride.

5. Determinar la resistencia conferida por Trichoderma virens y Trichoderma

atroviride contra Botrytis cinerea en plantas de Arabidopsis thaliana.
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6. MATERIALES Y METODOS.
6.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento.

Para los diferentes experimentos se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana del
ecotipo Columbia-0 (Col-0). Las lineas transgénicas y la mutante que se utilizaron se
obtuvieron también de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0. Las lineas reporteras
que se utilizaron fueron: PR-la::GUS inducible por AS (Shah et al., 1997) y
LOX2::GUS inducible por AJ (Schommer et al., 2008) y la mutante sid2-2 afectada en
la produccion de acido salicilico (Dewdney et al., 2000). Las semillas de Arabidopsis
thaliana se desinfectaron superficialmente con un 95% (v/v) de etanol durante 5 min y
20% (v/v) de blanqueador comercial durante 7 min. Después de este procedimiento las
plantas se lavaron cinco veces con agua destilada, las semillas se germinaron y
cultivadas en placas petri con agar que contenia medio MS (Murashige y Skoog
mezcla de sales basales, Cat M5524: Sigma, St. Louis) al 0.2X. Las placas se
colocaron verticalmente en un angulo de 65 grados para permitir el crecimiento de las
raices a lo largo de la superficie del agar y el crecimiento aéreo de los hipocotilos. Las
placas de petri se colocaron en una camara de crecimiento de plantas con las
siguientes condiciones: fotoperiodo de 16 h de luz, 8 h de oscuridad, intensidad de luz

de 200 pmol m? s, temperatura de 24°C.

6.2. Especies de Trichodermay experimentos de inoculacion.

Las siguientes especies de Trichoderma fueron usadas en este trabajo: Trichoderma
virens Gv.29-8 y Trichoderma atroviride (anteriormente conocido como Trichoderma
harzianum) IMI 206040. T. virens y T. atroviride fueron evaluados in vitro para
investigar su capacidad de inducir respuestas de defensa en Arabidopsis thaliana. El
inoculo de Trichoderma en las placas petri que contenian las plantas fue de una
densidad de 1x10° esporas y se colocaron 4 cm por debajo de las raices de plantas de
4-dias de edad (20 plantas por placa). Las placas fueron colocadas completamente al
azar. Las plantas se cultivaron por diferentes periodos de tiempo (2, 4, 6 y 8 dias) en
una camara de crecimiento AR95L Percival. Los porcentajes de las raices primarias
colonizados por Trichoderma fueron determinados con una regla midiendo la longitud

de la raiz primaria y la superficie cubierta por hifas fangicas.
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6.3. Anédlisis histoquimico.

Para el analisis histoquimico de la actividad de la B-glucuronidasa (GUS), las plantas
de Arabidopsis thaliana después del tratamiento se incubaron de 12 a 14 horas a 37°C
en un buffer de reaccion para la B-glucuronidasa (0,5 mg/ml de D-glucurénido en 100
mM de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato de sodio, pH 7). Las plantulas fueron
clarificadas con el método descrito por Malamy y Benfey (1997). Para cada linea
reportera y para cada tratamiento, al menos 20 plantas transgénicas fueron
analizadas. Una planta representativa de cada tratamiento fue elegida y fotografiada,

utilizando un microscopio estereoscoépico Leica MZ6.

6.4. Determinacién de antocianinas.

El contenido de antocianinas se determind en plantas de Arabidopsis thaliana (Col-0) a
los 2, 4, 6 y 8 dias después de la inoculacion con diferentes densidades de inéculo de
1X10% 1X10° y 1X10° esporas de Trichoderma virens o Trichoderma atroviride. Al
termino de cada periodo se pesaron 100 mg de tejido de tratamiento y colocados en
un tubo eppendorf, posteriormente se afiadio 1 ml de HCI 0.1% en metanol durante 48
horas a 4°C en oscuridad para extraer las antocianinas por maceracion. Después de
este periodo los extractos metandlicos se analizaron en un espectrofotometro a 530
nm y 657nm. La cantidad de antocianinas se calcul6 mediante la férmula A530-
(0.3A657) segun lo descrito por Bate y Rothstein (1998). Cada experimento se hizo por

lo menos cuatro veces.

6.5. Extraccion y medicién de acido salicilico y acido jasménico.

La extraccion y cuantificacion de acido salicilico y acido jasménico libres se realizé de
la zona foliar de Arabidopsis thaliana a los 8 dias después de la inoculacién con
Trichoderma virens o Trichoderma atroviride. Para la preparacion de las muestras, las
plantas fueron seccionadas entre la raiz y el follaje. Posteriormente, de 30 a 100 mg
del tejido foliar fue molido hasta obtener un polvo fino con N, liquido y fueron
transferidos a un tubo eppendorf en donde se le agregaron 300 pl de
isopropanol/H,O/HCI concentrado (2:1:0.002, v/v) y 200 ng de acido orto-anisico (AO;

Sigma) como estandar interno para cuantificar el AS, al término de este procedimiento
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se agitaron los tubos durante 30 s. Los tubos se centrifugaron a 11,500 rpm durante 3
min. El sobrenadante fue transferido a otro tubo y se le afadi6 200 uL de
diclorometano y se agité por 30 s, posteriormente la fase del diclorometano fue
transferida a un reactivial y llevado a sequedad total para ser derivatizado. A la
muestra se le afiadieron 500 ul de cloruro de acilo en 2 ml de MeOH y fueron
sonicados por 15 min. Al término de este periodo fueron calentados a 75°C por 1 h.
Posteriormente la muestra fue enfriada y secada totalmente con N, gaseoso y
afadidos 20 ul de acetato de etilo para el analisis por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas (GC-MS). Para la cuantificacion de acido
salicilico metil esterificado (AS-ME) se monitored el ion m/z 152 y el tiempo de
retencion (2.3 min) y para el estandar interno acido orto-anisico metil esterificado (OA-
ME; 3.2 min, m/z 166), respectivamente. Las cantidades de acido jasmonico metil
esterificado (AJ-ME) se calcularon haciendo una curva estandar. Este procedimiento
se realiz6 cuatro veces para cada tratamiento.

6.6. Determinacién de camalexina.

La camalexina fue extraida de plantas de Arabidopsis thaliana 8 dias después de la
inoculacion con Trichoderma virens o Trichodema atroviride. Como control positivo
para la induccién de camalexina, se trataron plantas de 12 dias con 5mM de AgNO;
durante 12 h. En los experimentos para evaluar la participacion del indol-3-
carboxadehido (ICALd) en la acumulacién de camalexina, plantas de Arabidopsis
thaliana (Col-0) fueron sembradas y crecidas en medio MS 0.2X suplementado con
150, 300 y 600 uM de ICALd durante 15 dias. Al término de este tiempo la camalexina
fue extraida. Se utilizaron dos métodos para evaluar los niveles de camalexina, segun
lo descrito por Glazebrook y Ausubel (1994) y el analisis por GC-MS. La extraccion de
camalexina se llevé a cabo a partir de 100 mg de tejido colocados en un tubo
eppendorf que se le afadié 800 ul de metanol puro y se mantuvo a 80°C durante 20
min. El sobrenadante se transfiri6 a un vial y se evaporé a sequedad total bajo una
corriente de N, gaseoso y la muestra fue redisuelta en 10 pl de metanol para el
andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas creando un
método de seleccion de iones moleculares (GC-MS-SIM). El volumen de muestra
inyectado fue de 2 ul. Los iones moleculares con los que la camalexina fue
monitoreada fueron m/z 58, 142 y 200. El tiempo de retencién de la camalexina fue de
18.0 min. La camalexina fue cuantificada con una curva estandar hecha con
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camalexina obtenida por sintesis quimica y disuelta en metanol para el andlisis

guimico.

6.7. Andlisis de la expresion de los genes PAD3 y NPR1 de Arabidopsis thaliana.

La expresion de los genes PAD3 y NPR1 durante la colonizacion radicular de
Arabidopsis thaliana por Trichoderma virens fue analizado a los 8 dias después de la
inoculacion con la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Fue extraido
RNA total utilizando el método descrito para TRizol (Invitrogen). Las reacciones en
cadena de la polimerasa utilizando la retrotranscriptasa (RT-PCR) fueron hechos con
el kit superindex Platino 1l SYBR Green en un solo paso RT-PCR (Invitrogen). El
programa de ciclos térmicos para PAD3 fue el siguiente: 50°C durante 30 min y 95°C
durante 10 min, seguido por 40 ciclos de 95°C durante 15 s, 60°C durante 1 min, y una
fase de disociacion de un ciclo de 95°C durante 15 s, 60°C durante 1 min y 95°C
durante 15 s. Los cebadores utilizados fueron: 5'-CGT CGT CCC CGC GAT GGT CTC
TTC G-3'y 5-TGC CAG CTC CGA CAA CAC TCC CTG 3-C' para PAD3. El programa
de ciclos térmicos para NPR1 fue el siguiente: 50°C durante 30 min y 95°C durante 10
min, seguido por 40 ciclos de 95°C durante 15 s, 50°C durante 1 min, y una fase de
disociacién de un ciclo de 95°C durante 15 s, 60°C durante 1 min y 95°C durante 15 s.
Los cebadores utilizados para NPR1 fueron: 5'-GGA GAG CAA AGA GAC GAT CAG
GG-3" y 5°-TGG CGG CTT CAA ACC CGT ACG-3" y 5-AGA GGA AGA AGA CTT
ACA CC -3 'y 5-AGT CAC TTA CCA CCA CAG AT-3'. El gen UBQ5 se utilizé6 como
control interno. Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en geles de
agarosa al 1%, y teflidos con bromuro de etidio, las intensidades de las bandas de

cada experimento se cuantificaron utilizando el software ImageJ.

6.8. Identificacion y analisis de indol-3-carboxaldehido.

La identificacion de indol-3-carboxaldehido se llevo a cabo en los extractos acuosos de
Trichoderma virens. Una descarga de inoculo activo de 1x10° esporas de Trichoderma
virens se coloco en 1 litro de medio liquido PDB (caldo de papa-dextrosa; Sigma) y
crecido durante 3 dias a 28°C en agitacion a 200 rpm. El medio de cultivo fue

suplementado con L-triptéfano (Merck) a una concentracion de 100 mg/L?, para
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evaluar el efecto del triptéfano sobre la acumulacion de ICALd. La caracterizacion del
ICALd en los extractos acuosos de T. virens, se llevo a cabo después de filtrar el
sobrenadante y ajustarse a pH:7 con NaOH 2N. El ICALd presente en el sobrenadante
se extrajo tres veces con 1 L de acetato de etilo. Los extractos se combinaron y se
evaporaron a sequedad bajo una corriente de nitrégeno y se hicieron diluciones de
1:10 (v/v) para los cultivos sin L-Trp y 1:100 (v/v) para los cultivos con L-triptéfano.
Posteriormente las muestras fueron analizadas por GC-MS. Inicialmente el ICALd fue
identificado por comparacion del espectro de masas de la muestra contra el de la
libreria de espectros (NIST/EPA/NIH, “Station” Hewlett Packard de Chem). La
identidad del ICAId en los extractos acuosos fue confirmada también por comparacion
del tiempo de retencién del ICALd puro obtenido de Sigma. El espectro obtenido del
ICAId de las muestras fue analizado tras su fragmentacion con un bombardeo de 70
eV. Para estimar las cantidades producidas de ICAld por T. virens, fue construida una

curva estandar monitoreando el ibn molecular m/z 144.

6.9. Anédlisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas.

La identificacion y determinacion de todos los compuestos investigados se realizo con
un equipo de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas. Las
muestras se inyectaron en un cromatdgrafo de gases Agilent 6850 Series Il equipado
con un detector MS Agilent modelo 5973. Las muestras fueron corridas en una
columna de 30m X 0.2 mm X 0.25 um, 5% fenil metil silicona (HP-5 MS). Las
condiciones de corrida fueron utilizando helio como gas acarreador 1ml/min™,
temperatura del detector de 300°C, y la temperatura del inyector de 250°C. La
columna se calentdé durante 3 minutos a 80°C y fue programado para incrementarse

6°C/min-1 para una temperatura final de 230°C durante 5 min.

6.10. Bioensayos para la induccion de resistencia sistémica por Trichoderma
contra Botrytis cinérea.

Para los bioensayos de resistencia inducida por Trichoderma virens y Trichoderma
atroviride en Arabidopsis thaliana (Col-0), las plantas fueron inoculados primero con
una densidad de esporas de 1x10° de Trichoderma a 1 cm de los extremos de placas
de agar que contenian plantas de 8 dias de edad (20 plantas por placa). Las especies

de Trichoderma se crecieron por 3 dias para inducir las respuestas de defensa por el
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contacto fisico del micelio con el sistema radicular. Al termino de este periodo la zona
aérea de Arabidopsis thaliana fue inoculada con una densidad de 1x10° esporas de
Botrytis cinerea. La resistencia inducida a la infeccion ocasionada por Botrytis cinerea
se evaluo a las 48 h para el caso de las hojas sintomaticas por plantay 72 h después
para el caso de plantas muertas. En el caso de los experimentos de induccién de
resistencia a través de compuestos difusibles, se llevaron a cabo antes de que las
plantas y Trichoderma entraran en contacto fisico. Las plantas fueron transplantadas a
medio MS 0.2X y fueron inoculadas con Botrytis cinerea en la zona aérea. El nivel de
resistencia se evalu6 en los mismos intervalos de tiempo. Las plantas se colocaron en
una camara de crecimiento con foto periodo de 16 h de luz, 8 h de oscuridad,

intensidad de luz de 200 pmol m? s, temperatura de 24°C.

6.11. Analisis de datos.

Los resultados estadisticos de los experimentos de los analisis bioquimicos y los
diferentes bioensayos fueron analizados estadisticamente en el programa SPSS 10
(SPSS, Chicago). Los resultados de los experimentos fueron evaluados por analisis de
univarianza y multivarianza con el método de analisis post hoc Tukey. Las diferentes
letras se utilizan para indicar los tratamientos que difieren significativamente (P <
0,05).
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7. RESULTADOS.

7.1. La colonizacion del sistema radicular de Arabidopsis thaliana por especies

de Trichoderma no compromete el crecimiento vegetal.

Previamente, se reporto que la inoculacion de plantas de Arabidopsis thaliana con
hongos del genero Trichoderma estimula el crecimiento y desarrollo de las plantas por
medio de compuestos difusibles (Contreras-Cornejo et al., 2009). Estos efectos se
presentaron sin el contacto fisico entre el sistema radicular de Arabidopsis thaliana y
las hifas de Trichoderma. Para evaluar la respuestas de crecimiento de Arabidopsis
thaliana durante el contacto fisico con Trichoderma, se realizaron bioensayos en los
gue semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (Col-0) se germinaron y
crecieron durante 4 dias en placas petri que contenian medio Murashige y Skoog (MS)
0.2X y 4 dias después de la germinacioén, en el lado opuesto de las placas fueron
inoculados. Los tratamientos fueron con agua destilada (controles) y con 1x10°
esporas de cada especie flngica disueltas en agua. Las esporas de Trichoderma
fueron colocadas a una distancia de 5 cm de la punta de la raiz primaria. El sistema de
interaccion fue analizado durante 8 dias después de la inculcacién con Trichoderma.
Observamos que del 2% al 4° dia después de la inoculacién, no existié contacto fisico
lo que indica el estado de precolonizacion, sin embargo al 6° dia se observd un
incremento en el nimero de raices laterales que muestra la capacidad de la planta
para absorber agua y captar nutrientes. El incremento en la proliferacion de raices
laterales fue una respuesta tipica de las plantas de Arabidopsis thaliana inoculadas
con Trichoderma (Datos no mostrados), estos datos estan en concordancia con la
produccién de auxinas que actian como sefiales difusibles (Contreras-Cornejo et al.,
2009). Por otro lado al 6° dias es cuando observamos el comienzo de la etapa
temprana de colonizacion, que bajo estas condiciones de interaccién el sistema
radicular fue cubierto un 30% y a los 8 dias el sistema radicular fue cubierto un

aproximadamente 75% (Fig. 1A-C).
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Para detallar las repuestas de crecimiento de Arabidopsis thaliana y/o describir los
posibles efectos nocivos de la elevada colonizacion de raices por Trichoderma, fue
cuantificada la acumulacién de biomasa total y registrada cada dos dias después de la
inoculacién (d.d.i.) por un periodo de 8 dias. En los dos primeros dias después de la
inoculacion, no se observaron diferencias significativas en la produccion de biomasa
entre las plantas sin inocular en comparacion con las plantas inoculadas con T. virens
o T. atroviride (Fig. 1D). Sin embargo, a partir del 4° al 8" dia, se pudo observar un
aumento de aproximadamente el 40% en el peso fresco total. Las plantas de
Arabidopsis thaliana colonizadas por el micelio de Trichoderma virens o Trichoderma
atroviride no presentaron sintomas perjudiciales, tales como clorosis o necrosis, esta

descripcién se puede observar en las hojas de las plantas inoculadas (Fig. 1, A-C).
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Figura 4. Efectos de la inoculacion de Trichoderma sobre el crecimiento de
Arabidopsis thaliana. A, La imagen muestra plantas de Arabidopsis thaliana de 10
dias de edad (plantulas Col-0) creciendo en la superficie de las placas de agar con
medio MS 0.2X. Las plantas fueron tratadas con agua estéril en el dia 4 de su
crecimiento y fotografiado 6 dias después. B, Fotografia representativa de plantas de
Arabidopsis thaliana que fueron inoculados con Trichoderma virens a una distancia de
5 cm de la punta de la raiz a los 4 dias después de la germinacién y crecidas por un
periodo de 6 dias. C, Fotografia representativa de plantas de Arabidopsis thaliana que
fueron inoculados con Trichoderma atroviride a una distancia de 5 cm de la punta de la
raiz a los 4 dias después de la germinacion y crecidas por un periodo de 6 dias. D,
Efectos de Trichoderma sobre la produccion de biomasa total en Arabidopsis thaliana.
Las barras de error muestran los valores calculados después del + error esta dar
después de los dias indicados en el experimento de cinética.

36



7.2. Trichoderma induce la acumulacién de antocianinas en Arabidopsis

thaliana.

Una caracteristica respuesta de estrés general de las plantas es la acumulacion de
antocianinas. Las antocianinas pueden ser inducidas por diversos estimulos biéticos o
abaticos, por ejemplo en plantas de frijol se ha observado su acumulacion tras la
exposicion a luz ultravioleta, estrés por sequia, la aplicacién de hormonas vegetales
como las auxinas o citocininas y algunos elicitores de origen fangico. En el sistema de
interaccion disefiado observamos que las plantas de Arabidopsis thaliana inoculadas
con Trichoderma al inicio del contacto fisico (6 d.d.i) presentaron la acumulacién de un
pigmento rojo que es caracteristico de las antocianinas (Fig. 2 A). Para caracterizar
mejor esta respuesta y determinar si era una respuesta benéfica o perjudicial
inoculamos plantas de Arabidopsis thaliana de 4 dias de edad con distintas cantidades
de inoculo (1X10', 1X10%® y 1X10° esporas) y evaluamos la acumulacién de
antocianinas cada 2 dias durante un periodo de 8 dias. Para las plantas inoculadas
con ambas especies del 2% al 4% dia no encontramos diferencias significativas
comparando las cantidades de antocianinas con las plantas control (Fig. 2 B y C).
Interesantemente al inicio del contacto fisico (6° dia) ambas especies de Trichoderma
indujeron la acumulacion de antocianinas hasta casi el doble comparando sus
cantidades contra las plantas control. Un aspecto interesante es que hubo mas
acumulacién de antocianinas cuando la cantidad de inoculo fue mayor en el caso de
Trichoderma virens (Fig. 2B). La acumulacidon de antocianinas en plantas inoculadas
con bajas cantidades (1X10' y 1X10% de Trichoderma atroviride del 6" al 8" dia la
cantidad de antocianinas fue mucho menor que a altas cantidades de 1X10° (Fig. 2 C).
Por lo tanto, es posible pensar que Trichoderma induce la acumulacion de
antocianinas para amortiguar el estrés oxidativo generado por los radicales libres o
especies reactivas de oxigeno que se producen como primeros mensajeros de
respuestas de defensa. Por otro lado se conoce que las antocianinas también son
acumuladas en las plantas por la captacion de nitrdgeno, asi que es probable que
Trichoderma también este favoreciendo la fijacién de nitrégeno y la acumulacién de

antocianinas sea una respuesta benéfica.
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Figura 5. Efecto de la inoculacién de Trichoderma sobre la acumulacion de
antocianinas en Arabidopsis thaliana. A, La imagen muestra la acumulacion de
antocianinas en la zona aérea de Arabidopsis thaliana 6 dias después de la
inoculaciéon Trichoderma con una cantidad de inoculo de 1X10° esporas. B,
Acumulacién de antocianinas en Arabidopsis thaliana durante diferentes periodos de
tiempo (2, 4, 6 y 8 dias) con distintas cantidades de inoculo (1X10%, 1X10° y 1X10°) de
Trichoderma virens. C, Acumulacion de antocianinas en Arabidopsis thaliana durante
diferentes periodos de tiempo (2, 4, 6 y 8 dias) con distintas cantidades de inoculo
(1X10%, 1X10% y 1X10°) de Trichoderma atroviride. Las barras de error representan la

desviacion estandar. Letras diferentes se utilizan para indicar los tratamientos que
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difieren significativamente (P < 0.05). El experimento se repiti6 cuatro veces con

resultados similares.

7.3. Trichoderma induce respuestas de defensa dependientes de acido salicilico

en Arabidopsis thaliana.

La infeccién de plantas con microorganismos patégenos o la colonizacion de las raices
con ciertos microorganismos benéficos induce respuestas de defensa, que pueden ser
dependientes de acido salicilico, acido jasmoénico o etileno (Koornneef y Pieterse,
2008). Los mecanismos que activan respuestas de defensa en las plantas durante la
interaccion con hongos del genero Trichoderma siguen siendo ampliamente
desconocidas. Para determinar si Trichoderma induce la acumulacién de AS en
Arabidopsis thaliana, se cuantificaron los niveles de AS libre en la zona aérea 8 d.d.i.
con Trichoderma virens o Trichoderma atroviride. Interesantemente encontramos que
ambas especies de Trichoderma inducen la acumulacion de AS libre, en el caso de
Trichoderma virens las cantidades se incrementaron hasta 3 veces mas y en el caso
de Trichoderma atroviride hasta 4 veces mas comparando los niveles contra las
plantas control (Fig. 6). Se conoce que las plantas tienen 2 rutas de biosintesis para el
AS. Para determinar cual ruta de biosintesis es activada por Trichoderma, inoculamos
plantas mutantes de Arabidopsis thaliana afectadas en la biosintesis de AS
dependiente de la ruta de shikimato via coristato, dicha mutante es conocida como
sid2-2 afectada en la enzima isocorismato sintasa (ICS), que convierte el corismato en
isocorismato. Fueron cuantificados los niveles de AS en Col-0 y la mutante sid2-2 a
los 4 y 8 d.d.i. Ciertamente la mutante sid2-2 produce bajos niveles de AS. En las
condiciones experimentales planteadas a los 4 d.d.i. no encontramos diferencias en la
acumulacién de AS en las platas silvestres inoculadas con Trichoderma, ni en el caso
de la mutante sid2-2 (Fig. 7A). Interesantemente a los 8 d.d.i. encontramos que la
mutante sid2-2 inoculada con Trichoderma virens acumula AS a niveles semejantes a
los de las plantas silvestres no ocurriendo asi cuando la mutante sid2-2 fue inoculada
con Trichoderma atroviride (Fig. 7B). Estos datos sugieren que Trichoderma virens
induce la acumulacion de AS a partir de una ruta independiente de ICS y en el caso de

Trichodema atroviride dependiente de ICS. Se ha reportado que tras la acumulacion
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de AS libre, las plantas activan la expresion de genes PR. Para examinar si los niveles
de AS libre acumulado tras la inoculacién con Trichoderma inducen la expresion del
gen PR-1 en Arabidopsis thaliana, analizamos la expresion del gen reportero de
respuesta a AS conocido como PR-1a::GUS (Shah et al., 1997). Las semillas de las
plantas transgénicas fueron sembradas en medio MS 0.2X y a los 4 dias después de
la germinacion fueron inoculadas con Trichoderma virens o Trichoderma atroviride 5
cm por debajo de las raices, y se analiz6 la expresion de PR-1a::GUS cada 2 dias
durante un periodo de 8 dias. A los 2 dias después de la inoculacién con ambas
especies de Trichoderma no encontramos cambios en la expresion del gen reportero
comparado su respuesta contra las plantas control. Interesantemente al 4° d.d.i. es
decir antes del contacto fisico en el caso de las plantas inoculadas con Trichoderma
virens encontramos que PR-1la::GUS se expresa en los ases vasculares y su
expresion se incrementa al 6° d.d.i. y se expande de manera sistémica a los 8 d.d.i.
En el caso de las plantas inoculadas con Trichodema atroviride también se observaron
cambios en la expresion pero al 6° d.d.i. y la expresion sistémica se observo al 8*°
d.d.i. (Fig. 8) Estos datos muestran que Trichoderma induce la expresién de PR-
la::GUS, un gen de respuesta a AS que codifica para un péptido con actividad
antimicrobiana. Para determinar si el mecanismo de defensa involucraba la
participacion de NPR1, se disefiaron oligonucle6tidos especificos para el gen NPR1 y
se hicieron reacciones en cadena de la polimerasa a partir de RNA obtenido de tejido
foliar de plantas de Arabidopsis thaliana (Col-0) 8 d.d.i. con Trichoderma. Los
productos de amplificacion de la expresion de NPR1 no mostraron cambios en la
expresion en las plantas inoculadas con Trichoderma y las plantas control (Fig. 9).
Estos datos muestran que Trichoderma no induce la expresion del gen NPR1, pero no
se descarta la participacion de la proteina por lo que se requieren analisis moleculares
tipo western-blot.
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Figura 6. Acumulacion de acido salicilico en Arabidopsis thaliana inoculada con
Trichoderma. La grafica muestra los niveles de AS libre en el tejido foliar de
Arabidopsis thaliana (Col-0) 8 dias después de la inoculacién con Trichoderma virens y
Trichoderma atroviride. El analisis fue realizado a través de GC-MS. Las barras de
error representan el error estandar. Las letras se utilizan para indicar los tratamientos
que difieren significativamente (P < 0.05). El experimento se repitié tres veces con

resultados similares.
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Figura 7. Acumulacion de acido salicilico en diferentes etapas de la interaccion
Arabidopsis thaliana-Trichoderma. A, La grafica muestra las cantidades de AS en
las plantas silvestres (Col-0) y la mutante sid2-2 de Arabidopsis thaliana a los 4 d.d.i.
antes del contacto fisico. B, La grafica muestra las cantidades de AS en las plantas
silvestres (Col-0) y la mutante sid2-2 a los 8 dias después de la inoculacién cuando el
sistema radicular esta un 75% colonizado por Trichoderma. Notar que la mutante sid2-
2 ciertamente produce bajos niveles de AS comparado con las plantas (Col-0) y que la
mutante sid2-2 inoculad con Trichoderma virens acumula cantidades similares de AS a
las plantas Col-0 a los 8 d.d.i. Las letras se utilizan para indicar los tratamientos que
difieren significativamente (P < 0.05). El experimento se repitid tres veces con

resultados similares.
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Figura 8. Induccion de la expresion espacio-temporal del gen reportero PR-
la::GUS por Trichoderma. Las imagenes muestran el patron de expresion del PR-
la::GUS en diferentes etapas de la interaccion con Trichoderma virens o Trichoderma
atroviride. La expresion del gen PR-1a:GUS fue analizado con diferentes descargas de
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inoculo (1X10° y 1X10° encontrando que PR-1a:GUS es expresado mas
intensamente a mayor cantidad de inoculo (1X10°). La imagen inferior central muestra
una imagen representativa de las plantas que fueron usadas como control positivo
tratadas con 300 uM de AS. La expresion del PR-1a::GUS es visualizada 18 h
después de la actividad de la B-glucuronidasa. Fueron teflidas por los menos 20

plantas de cada tratamiento. El experimento fue realizado por duplicado.
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Figura 9. Analisis de la expresion del gen NON-EXPRESOR OF PATHOGENESIS-
RELATED 1 (NPR1) en plantas de Arabidopsis thaliana inoculadas con
Trichoderma. La imagen muestra la expresion de NPR1 en el tejido foliar de
Arabidopsis thaliana (Col-0) 8 dias después de la inoculacién con Trichoderma virens y
Trichoderma atroviride. El andlisis fue realizado después de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). Las bandas no muestran diferencias en la expresion de NPR1 en
las plantas inoculadas con Trichoderma comparado contra el control. ElI experimento

se repitié por duplicado con resultados similares.
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7.4. Trichoderma induce respuestas de defensa dependientes de acido

jasmonico en Arabidopsis thaliana.

En algunos sistemas de interaccién planta-microorganismo se ha mostrado la
participacion de las lipoxigenasas en respuestas de defensa. Para caracterizar a
detalle las respuestas de defensa inducidas por Trichoderma investigamos si durante
esta interaccion se induce la acumulacion de &cido jasmonico y la expresion de la
lipoxigensasa 2 (LOX2) implicada en la biosintesis de AJ. Para determinar si
Trichoderma induce la acumulacion de AJ en Arabidopsis thaliana, se cuantificaron los
niveles de AJ libre en la zona aérea 8 d.d.i. con Trichoderma virens o Trichoderma
atroviride. Interesantemente encontramos que ambas especies de Trichoderma
inducen la acumulacion de AJ libre, en el caso de Trichoderma virens las cantidades
se incrementaron hasta 35 veces mas y en el caso de Trichoderma atroviride hasta 15
veces mas comparando los niveles contra las plantas control (Fig. 10). Se conoce que
las plantas sintetizan AJ en respuesta a microorganismos patdgenos. Para examinar si
los niveles de AJ libre acumulados tras la inoculacion con Trichoderma se
correlacionan con la expresion del gen LOX2 en Arabidopsis thaliana, analizamos la
expresion del gen reportero de respuesta a AJ o metil jasmonato conocido como
LOX2::GUS (Schommer et al., 2008). Las semillas de las plantas transgénicas fueron
sembradas en medio MS 0.2X y a los 4 dias después de la germinacion fueron
inoculadas con Trichoderma virens o Trichoderma atroviride 5 cm por debajo de las
raices y se analizo la expresion del gen reportero LOX2::GUS cada 2 dias durante un
periodo de 8 dias. A los 2 dias después de la inoculacion con ambas especies de
Trichoderma no encontramos cambios en la expresién del gen reportero comparado su
expresion contra las plantas control. Interesantemente al 4° d.d.i. es decir antes del
contacto fisico en el caso de las plantas inoculadas con Trichoderma encontramos que

LOX2::GUS se expresa en los cotiledones y ligeramente en las hojas, incrementando
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su expresion al 6° d.d.i. y de manera sistémica a los 8 d.d.i. (Fig. 11) Estos datos
muestran que Trichoderma induce la expresion de LOX2::GUS un gen de implicado en
la biosintesis de AJ y que Trichoderma induce la participacion de la ruta mediada por

AJ y que puede actuar de manera sinérgica con la ruta de sefalizaciéon mediada por
AS.
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Figura 10. Acumulacién de acido jasmoénico en Arabidopsis thaliana inoculada
con Trichoderma. La grafica muestra los niveles de AJ libre en el tejido foliar de
Arabidopsis thaliana (Col-0) 8 dias después de la inoculacién con Trichoderma virens y
Trichoderma atroviride. El analisis fue realizado a través de GC-MS. Las barras de

error representan el error estandar. Las letras se utilizan para indicar los tratamientos
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que difieren significativamente (P < 0.05). El experimento se repitid6 tres veces con
resultados similares.
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Figura 11. Inducciéon de la expresion espacio-temporal del gen reportero
LOX2::GUS por Trichoderma. Las imagenes muestran el patrén de expresion del
LOX2::GUS en diferentes etapas de la interacciébn con Trichoderma virens o
Trichoderma atroviride. La expresion del gen LOX2::GUS fue analizado con diferentes
descargas de inoculo (1X10° y 1X10°) encontrando que LOX2::GUS es expresado mas
intensamente a menor cantidad de inoculo (1X10%). La imagen inferior central muestra
una imagen representativa de las plantas que fueron usadas como control positivo
tratadas con 300 uM de AJ. La expresion del LOX2::GUS es visualizada 18 h después
de la actividad de la B-glucuronidasa. Fueron tefiidas por los menos 20 plantas de

cada tratamiento. El experimento fue realizado por duplicado.

7.5. Trichoderma induce la acumulacién de camalexina en Arabidopsis thalianay
produce el precursor de la camalexina indol-3-carboxaldehido.

La principal fitoalexina que se acumula en Arabidopsis thaliana después de la infecciéon
por hongos o bacterias es la molécula de bajo peso molecular llamada camalexina (3-
tiazol-2'yl-indol). Para investigar si Trichoderma induce la expresion del gen PAD3
implicado en la biosintesis de camalexina y su acumulacion, fueron realizados
experimentos en donde semillas de Arabidopsis thaliana (Col-0) fueron sembradas en
medio MS 0.2X y a los 4 dias después de la germinacién fueron inoculadas con
Trichoderma virens o Trichoderma atroviride 5 cm por debajo de las raices, y se
analizo la expresion de PAD3 y cuantificaron sus niveles de camalexina a los 8 d.d.i.
Como control positivo se utilizaron plantas de 12 dias tratadas con AgNO;z por 12 h
debido a que se conoce que es in potente inductor quimico de camalexina y como
control negativo se trataron con agua estéril. Las plantas de Arabidopsis thaliana
inoculadas con Trichoderma virens indujeron la expresion del gen PAD3 hasta 4 veces
mas comparando su expresion con las plantas no inoculadas (Fig. 12, Ay B). Los
analisis de las cuantificaciones por GC-MS mostraron que las plantas tratadas con
AgNO; y Trichoderma incrementaron dramaticamente los niveles de camalexina
comparado con la plantas control (Fig. 12 C). Para investigar si Trichoderma produce
alguna molécula que actlla como elector de respuestas de defensa para activar la
expresion de los genes PR o sobre la acumulacion de camalexina, investigamos el
perfil de compuestos liberados en los extractos acuosos por Trichoderma virens.
Previamente mostramos que Trichoderma virens produce varios compuestos indolicos

que incluyen el acido indol-3-acético, indol-3-acetaldehido e indol-3-etanol (Contreras-
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Cornejo et al., 2009). Interesantemente el andlisis por GC-MS revel6 la presencia de
indol-3-carboxaldehido (ICAId), con un tiempo de retencién de 10.79 min y un pico
base a m/z 144 (13 A-C). El ICALd es un compuesto previamente sugerido para que
actle como reactivo para la biosintesis de camalexina (Fig. 3). Cuando Trichoderma
virens fue cultivado en presencia de L-triptéfano, la produccion de ICAId aumento
considerablemente (Fig. 13 D), indicando que este aldehido puede ser producido a

partir del metabolismo Trp.
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Figura 12. Efecto de la inoculacion de Trichoderma en la acumulacion y la
expresion de PAD3 en Arabidopsis thaliana. A, La imagen muestran el patron de
expresion de PAD3 por el andlisis de la reaccion en cadena de la polimerasa

retrotranscriptasa-reversa semi cuantitativo (sqRT-PCR) a los 8 d.d.i. de la interaccion
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con Trichoderma virens. ElI gen UBQ5 fue utilizado como control interno. B, Relativa
expresion de PAD3. Las intensidades de las bandas se cuantificaron utilizando el
software ImageJ y los valores expresados en unidades arbitrarias (u.a.). C,
Acumulacion de camalexina en Arabidopsis thaliana inoculada con Trichoderma. La
grafica muestra los niveles de camalexina en el tejido foliar de Arabidopsis thaliana
(Col-0) 8 d.d.i. cuando el sistema radicular estuvo 75% colonizado con Trichoderma
virens y Trichoderma atroviride. El analisis fue realizado a través de GC-MS. Las
barras de error representan el error estandar. Las letras se utilizan para indicar los
tratamientos que difieren significativamente (P < 0.05). El experimento se repitio tres

veces con resultados similares.
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Figura 13. Identificacion del indol-3-carboxaldehido de muestras no
derivatizadas de los extractos acuosos de Trichoderma virens. A, Cromatograma
de los compuestos extraidos con acetato de etilo de una fraccion neutra del extractos
obtenido a partir de 1L" de medio de cultivo de Trichoderma virens, las flechas

muestran la presencia de diferentes compuestos inddlicos: indol-3-acetaldehido
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(IAAIld), indol-3-etanol (IEt) y el indol-3-carboxaldehido (ICALd). B, Cromatograma del
ICALd puro que muestra el tiempo de retencion. C, Espectro de masas del ICAld
después de su ionizacion y fragmentacion con 70 eV a m/z 50-500. D, Cuantificacion
del ICALd a partir del medio de cultivo sin o con el suplemento de L-triptéfano. Las
barras de error representan la desviacion estandar de tres replicas independientes.
Las letras se utilizan para indicar los tratamientos que difieren significativamente (P <

0.05). El experimento se repitié dos veces con resultados similares.

7.6. La aplicacion de Indol-3-carboxaldehido induce la acumulacién de
camalexina en Arabidopsis thaliana.

Un gran nimero de aldehidos poseen la habilidad de reaccionar con la cisteina para
formar el correspondiente acido tiazolidin-carboxilico (Green y Whnitz, 1961). Parece
ser que los grupos sulfhidrilo y amino pueden reaccionar con el aldehido para inducir
el cierre del anillo con perdida de agua. Para estudiar la posible participacién del ICAId
en la biosintesis de camalexina en Arabidopsis thaliana se realizaron estudios
farmacologicos. Semillas de Arabidopsis thaliana del ecotipo (Col-0) se germinaron y
crecieron durante 15 dias en placas petri que contenian medio Murashige y Skoog
(MS) 0.2X suplementado con 150, 300 y 600 uM de ICALd. Al término de este periodo
el tejido vegetal fue colocado en un tubo ependorff y afiadido MeOH puro a 80°C
durante 20 min. para la extraccion de camalexina. Las cantidades de camalexina
fueron calculadas por el analisis a través de GC-MS. Se encontré que en todos los
tratamientos con ICAId los niveles de camalexina se incrementan, pero a partir de
300 uM las cantidades acumuladas son estadisticamente significativas comparadas
con el control (Fig. 14). Estos resultados muestran que el ICAId podria ser utilizado

para la biosintesis de camalexina.
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Figura 14. Acumulacion de camalexina en Arabidopsis thaliana tratadas con
ICALd. La grafica muestra los niveles de camalexina en el tejido foliar de Arabidopsis
thaliana (Col-0) 15 después de su crecimiento en presencia de diferentes

concentraciones de ICALd. Las estructuras quimicas muestran la posible reaccion de
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condensacién que se favorece en presencial del ICALd y durante la interaccion de
Trichoderma con las plantas. El analisis fue realizado a través de GC-MS. Las barras
de error representan el error estandar. Las letras se utilizan para indicar los
tratamientos que difieren significativamente (P < 0.05). El experimento se repitié cuatro

veces con resultados similares.

7.7. Trichoderma induce resistencia sistémica en Arabidopsis thaliana contra el

hongo necrotr6fo Botrytis cinerea.

La acumulacién de camalexina es esencial para la resistencia contra Botrytis cinerea
en Arabidopsis thaliana (Ferrari et al., 2007). Los resultados de la acumulacién de AS,
la induccion de la expresion del gen reportero PR-1a::GUS y la acumulacién de
camalexina por la inoculaciéon de Trichoderma sugieren que las plantas estan siendo
estimuladas para defenderse contra el ataque de microorganismos patdgenos. Para
estudiar si efectivamente los mecanismos de defensa activados por Trichoderma son
suficientes para restringir la proliferacion de Botrytis cinerea, analizamos la resistencia
de plantas de Arabidopsis thaliana de 12 dias de edad, cuyas raices fueron
previamente colonizadas por T. virens o T. atroviride. Las hojas de Arabidopsis
thaliana fueron inoculadas con 1x10° esporas de B. cinerea. Los sintomas de la
enfermedad fueron evaluados a las 48 h para el caso de las hojas sintomaticas por
planta y a los 3 d.d.i. del patégeno para el caso de las plantas muertas. Encontramos
gue mas del 82% de las plantas control de Arabidopsis thaliana inoculadas con B.
cinerea presentaron grandes lesiones necréticas y clorosis (Fig.15). Por el contrario,
en las hojas de las plantas colonizadas por T. virens y T. atroviride, sélo el 22% y 25%,
respectivamente, presentaron lesiones necroticas causadas por la infeccion de B.
cinerea (Fig. 15 A-D). A los 3 d.d.i., se observo que alrededor del 70% de las plantas
inoculadas con B. cinerea estaban muertas, mientras que soélo el 10% de las plantas
inoculadas con Trichoderma habian muerto (Fig. 15 F). Estos datos sugieren que
Trichodema induce resistencia sistémica en contra de B. cinerea a través de la
participacion sinérgica de las rutas de AS y AJ y la acumulacion de camalexina. Para
determinar si Trichoderma es capaz de inducir respuestas de defensa en Arabidopsis

thaliana por algun(os) factor(es) difusible(s), fueron crecidas plantas de Arabidopsis
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thaliana durante 4 dias en medio MS 0.2X y se inocularon con Trichoderma virens o
Trichoderma atroviride durante un periodo adicional de 4 d.d.i. Previamente
establecimos que a este periodo no existe contacto fisico entre Arabidopsis thaliana-
Trichoderma. Al termino de este periodo las plantas de Arabidopsis thaliana fueron
asperjadas con ICALd, camalexina, AS y AJ a una concentracion de 50 uM durante 12
h para inducir cierto grado de resistencia. Estos tratamientos fueron utilizados como
controles para elucidar la contribuciéon de cada molécula en las respuestas de defensa
inducidas por Trichoderma. Al termino de este periodo las plantas de los diferentes
tratamientos transplantadas a nuevo medio MS 0.2X e inoculadas con una descarga
de 1X10° esporas de B. cinerea en la zona aérea, las plantas fueron colocadas en una
camara de crecimiento con una humedad del 80% para favorecer la infeccion por B.
cinerea durante 48 h. Al término de este periodo fueron evaluados el porcentaje de
plantas sintomaticas y el porcentaje de hojas sintomaticas por planta. Cuando se
evalud el numero de plantas sintomaticas encontramos que las plantas de Arabidopsis
thaliana inoculadas con Trichoderma y las tratadas con los compuestos quimicos
puros (ICAld, camalexina y AS) presentaron resistencia a la proliferacion de B. cinerea,
mientras que las plantas tratadas con AJ presentaron una considerable susceptibilidad
al ataque de B. cinerea comparando estos efectos con las plantas control (Fig. 16 A).
Cuando se analizo el numero de hojas sintomaticas por planta, se encontré que las
plantas inoculadas con Trichoderma virens y Trichoderma atroviride fueron
fuertemente estimuladas debido a la reduccion de la infeccion de Botrytis cinerea en
las hojas de Arabidopsis thaliana, los tratamientos con el ICALd, la camalexina y el AJ
fueron eficaces para inducir protecciébn contra la infeccion de B. cinerea,
interesantemente el tratamiento con AS fue el mas eficiente para restringir la infeccion
casi al mismo nivel que el tratamiento con T. virens (Fig. 16 B). Estos datos muestran
gue Trichoderma tiene el potencial de inducir resistencia al ataque de B. cinerea
atraves de uno o multiples factores difusibles y que probablemente sea a nivel de la

ruta mediada por AS.
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Figura 15. Trichoderma induce resistencia al ataque de Botrytis cinerea. Las
imagenes muestran hojas de Arabidopsis thaliana (Col-0) de 15 d.d.i. con Trichoderma
virens o Trichoderma atroviride y con el hongo necrotrofo Botrytis cinerea. A, Control
tratado con agua estéril. B, Control inculcado con Botrytis cinerea. C, Tratamiento con
Trichoderma virens y Botrytis cinerea. D, Tratamiento con Trichoderma atroviride y
Botrytis cinerea. Los paneles E y F, muestran el grado de proteccién inducida por

Trichoderma en contra de Botrytis cinerea. E, Porcentaje de hojas sintomaticas por
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planta 48 h con B. cinerea. F, Porcentaje de plantas muertas 3 d.d.i. con B. cinerea.
Las barras de error representan el error estandar de 15 plantas por tratamiento. Las
letras se utilizan para indicar los tratamientos que difieren significativamente (P <

0.05). El experimento se repitié dos veces con resultados similares.

Porcentaje de plantas
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w
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Figura 16. Trichoderma induce resistencia de Arabidopsis thaliana al ataque de
Botrytis cinerea por una sefal difusible. Las graficas muestran la resistencia de

Arabidopsis thaliana a B. cinerea después del tratamiento con Trichoderma y varios
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compuestos quimicos. Las plantas de Arabidopsis thaliana fueron transplantadas
después de la previa inoculacion con Trichoderma virens o Trichoderma atroviride y
posteriormente fueron infectadas con el hongo necrotréfos Botrytis cinerea. A,
Porcentaje de plantas sintomaticas 48 h después de la infeccién. B, Porcentaje de
hojas sintomaticas por planta 48 h después de la infeccion. Las barras de error
representan el error estandar de 20 plantas por tratamiento. Las letras se utilizan para
indicar los tratamientos que difieren significativamente (P < 0.05). El experimento se
repitié dos veces con resultados similares.

8. DISCUSION.

Trichoderma puede colonizar las raices de muchas especies de plantas e inducir
efectos benéficos, como mejorar el crecimiento y reducir la susceptibilidad a
enfermedades causadas por hongos, bacterias, virus y nematodos. Existen reportes
de que los hongos son productores prolificos de un gran nimero de de metabolitos
estructuralmente diversos, y algunos de estos compuestos pueden tener funciones
importantes en las interacciones con las plantas y otros microorganismos. Descifrar los
mecanismos de sefializacion que se establecen en estas interacciones representa un
desafio (Harman et al., 2004, Contreras-Cornejo et al., 2009). Aunque la planta modelo
de estudio Arabidopsis thaliana no es de importancia econémica, ofrece una serie de
ventajas en el campo experimental sobre las demas especies de cultivos, esto se debe
a su tamafo pequefio, corto ciclo de vida y la idoneidad de ser cultivadas en
condiciones axénicas. La adopcion de este modelo en la investigacion de plantas y las
interacciones planta-microorganismo ha aumentado el conocimiento sobre los
mecanismos moleculares y las respuestas fisiologicas de crecimiento y desarrollo de
Trichoderma sobre las plantas (Contreras-Cornejo et al., 2009). Mediante el desarrollo
de un sistema de interaccion in vitro Arabidopsis thaliana-Trichoderma, Se mostré que
la inoculaciébn de Arabidopsis thaliana con Trichoderma virens y/o Trichoderma
atroviride no perjudica el crecimiento de las plantas. Por el contrario se mostro el
aumento en la produccion de biomasa que fue evidente a los 6 d.d.i. (Fig. 4). Este
efecto se correlaciono con la acumulacion de antocianinas en las hojas (Fig. 5).
Interesantemente, la inoculacién de Trichoderma indujo la expresion del gen PR-
la::GUS vy la acumulacion de AS (Fig. 8), asi como de la expresién del gen

LOX2::GUS y la acumulacion de AJ en las plantas de Arabidopsis thaliana (Fig. 9 ), lo
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qgue indica que la estimulacion del crecimiento y la activacién de respuestas de
defensa no son inherentemente antagonistas. Las interacciones entre las plantas y los
microorganismos que terminan en la induccion respuestas de defensa implican el
reconocimiento y sefializacion de eventos que son distintos entre la gran variedad de
plantas y microorganismos que habitan en la rizosfera. Los inductores microbianos
pueden ser parte estructural de los microorganismos patégenos que son conocidos
como patrones moleculares asociados a los microorganismos (PMAM; Boller y Yang-
He, 2009) o pueden ser liberados al exterior. A nivel celular, el resultado del
reconocimiento de los microorganismos patdgenos a menudo se manifiesta como una
necrosis localizada en el lugar del ataque, denominada respuesta hipersensible, que
se acompafia de cambios celulares como un estallido oxidativo que conduce a la
liberacion de especies reactivas del oxigeno (ROS), un aumento en los niveles de
acido salicilico, y la induccion de genes de defensa, tales como los que codifican las
proteinas con relacionadas con la patogénesis (PR; al Asselbergh et al., 2007). Esta
respuesta de defensa localizada a menudo induce la activaciébn de mecanismos de
resistencia sistémica eficaz contra un gran numero de microorganismos patégenos (al
Sticher et al., 1997). Este tipo de resistencia es conocida como resistencia sistémica
adquirida (RSA) y puede ser alcanzada por el tratamiento previo con agentes
patégenos necrotrofos o inductores quimicos (Ryals et al., 1996; Zimmerli et al., 2001),
la interaccion de las raices en las plantas con rizobacterias no patdgenas induce un
tipo de resistencia conocida como resistencia sistémica inducida (RSI; van Loon et al.,
1998; van Loon 2007). La RSA y RSI se pueden distinguir con respecto a las vias de
transduccion de sefial que son necesarias y que se activan para la induccion de las
respuestas de defensa. La RSA activa un mecanismo dependiente de AS que induce
la expresion de genes PR, mientras que la RSI es activada a través de un mecanismo
dependiente de jasmonato/etileno (Pieterse et al., 2002). Las ultimas dos rutas
necesarias para la induccion de la expresion de genes de defensa que codifican para
defensinas vegetales (Penninckx et al., 1998). Algunas especies de Trichoderma
inducen cambios fisicos o quimicos relacionados con las respuestas de defensa
vegetal mediante la RSI (Harman et al., 2004, Djonovi¢ et al., 2006). La RSI activada
por especies de Trichoderma puede suprimir muchas enfermedades de las plantas
causadas por microorganismos fitopatégenos, tanto en condiciones de invernadero
como de campo (Howell et al., 2000, Harman et al., 2004, Segarra et al., 2007, 2009).
En este estudio, para elucidar los mecanismos de defensa que son activados por T.
virens y T. atroviride fueron empleadas técnicas de bioquimica analitica y lineas

transgénicas de Arabidopsis thaliana que muestran la actividad de la B-glucuronidasa
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(GUS) tras la expresion del gen con el que fueron fusionadas. Las plantas de
Arabidopsis thaliana cuando fueron inoculadas con Trichoderma se encontrdé que T.
virens y T. atroviride inducen la acumulacion de AS (Fig. 6). El estudio de la mutante
sid2-2 inoculada con T. virens sugiere que esta especie induce la acumulacion de AS
por la activacion de una ruta de biosintesis independiente de ICS (Fig.7). Djonovi¢,
(2007), encontrd que las plantas de maiz inoculadas con T. virens inducen la opresién
de gen PAL, que codifica para una enzima implicada con la biosintesis de AS en una
ruta independiente de ICS. Por otro lado cuando la mutante sid2-2 fue inoculada con
T. atroviride no acumularon AS comparada con las plantas control, lo que sugiere que
el AS acumulado tras la colonizacion por T. atroviride es dependiente de ICS. Se ha
observado que tras la acumulacién de AS en las plantas, se sigue a la expresién del
gen PR-1. Interesantemente fue encontrado que ambas especies de Trichoderma
inducen la expresion del gen PR-la::GUS, cuya expresion inicia en los ases
vasculares y luego se expande de manera sistémica (Fig. 8).Estos datos son
consistentes con la hipotesis de que Arabidopsis thaliana induce la biosintesis de Novo
de AS y actia como una sefial movil para activar la expresion de genes PR como lo
muestra PR-1a::GUS. La accién concertada de las proteinas PR, algunos de los
cuales presentan actividad antimicrobiana puede actuar restringiendo el crecimiento de
patégenos (Shah, 2003; Spoel et al., 2007). La expresion del gen PR-1 puede estar
mediada por la participacion de una proteina moduladora conocida como NPR1, que
actlla como co-activador transcripcional uniéndose al factor trascripcional TGA2, que
se une al promotor del gen PR-1. Las plantas inoculadas con Trichoderma no
indujeron la expresion del gen NPR1, lo cual no descarta la participacion de la
proteina, para esto se requieren andlisis moleculares tipo western-blot, pero se ha
reportado que los mecanismos que involucran la acumulacién de AS y la acumulacion
de camalexina, no involucran la participacion de NPR1 (Jirage et al., 1999). Los
microorganismos que interactlan con las raices de las plantas pueden inducir la
acumulaciéon de moléculas lipidicas y muchas de ellas son los sustratos de las
enzimas LOXs, por lo general esos microorganismos activan la RSI dependiente de
AJ/Et. En los bioensayos de interaccion entre Arabidopsis thaliana-Trichoderma
encontramos que ambas especies inducen la expresion del gen LOX2::GUS (Fig. 11) y

su expresion se correlaciona con la acumulacion dramatica de AJ (Fig. 10).

Algunos compuestos antimicrobianos pueden ser producidos como parte del
crecimiento y desarrollo normal de la planta y cominmente se almacenan en los

organos o tejidos especializados tales como los tricomas, las glandulas sebaceas, o
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capas de la epidermis de células (Bednarek y Osbourn, 2009). Arabidopsis thaliana es
miembro de la familia Brassicaceae, que es conocida por la produccién de diversos
compuestos inddlicos, entre ellos varios glucosinolatos indolicos y algunos indolil
tiazoles, incluyendo la camalexina y la 6-metoxicamalexina (Frey et al., 1997;
Glawischning et al., 2004 ; Arcilla et al., 2009; Bednarek et al., 2009). La produccién de
camalexina puede ser estimulada por bacterias y hongos fitopatégenos. In vitro la
camalexina poseen actividad antimicrobiana (Glazebrook y Ausubel, 1994; Thomma et
al., 1999). En este trabajo se mostrd6 que las plantas de Arabidopsis thaliana
colonizadas con T. virens o T. atroviride acumularon mayores niveles de camalexina
que las plantas no inoculadas (Fig.12). Interesantemente, se encontrd que T. virens
produce ICALd, un reactivo para la produccién de camalexina. Los niveles de ICALd
producidos por T. virens se incrementaron cuando al cultivo se le adiciono triptéfano, lo
cual indica que el ICALd es producido a partir del triptéfano (Fig. 13). Una serie de
aldehidos poseen la capacidad de reaccionar con la cisteina para formar el
correspondiente &cido tiazolidin-carboxilico (Zook y Hammerschmidt 1997). Se ha
sugerido que la sintesis de camalexina puede ocurrir por la condensacion del indol-3-
carboxaldehido con la cisteina (Dzurilla et al., 2001). Estos resultados muestran que
no solo las especies de Trichoderma pueden inducir respuestas de defensa mediadas
por AS y AJ con la expresion de genes PR, sino también la acumulacién de la
fitoalexina camalexina. La sefializacion mediada de AS y la acumulacion de
camalexina se consideran mecanismos independientes en la inmunidad de las plantas.
El hecho de que T. virens produzca ICALd sugiere que este compuesto puede ser
utilizado por las plantas para la produccion de camalexina (Fig. 14). La combinacién de
todos los mecanismos de defensa (AS, AJ y camalexina) pueden explicar la
proteccion de las plantas por Trichoderma. B. cinerea es un moho gris que causa
sintomas de necrosis o pudricion en mas de 200 diferentes especies de plantas. Los
resultados de resistencia a la enfermedad ocasionada por B. cinerea mostraron que
las plantas de Arabidopsis thaliana son altamente susceptibles al dafio causado por B.
cinerea. Es importante destacar que la colonizacion de raices de Arabidopsis thaliana
por T. virens y T. atroviride redujo los sintomas de la enfermedad y la muerte de las
plantas causadas por el patdgeno (Fig. 15 y 16). Es muy posible que la accion
sinérgica de la acumulacion de AS y AJ y la produccién camalexina inducidos por
Trichodema redujeron los sintomas de la enfermedad. Con base en estos andlisis, se
concluye que los hongos del genero Trichoderma son capaces de regular multiples

respuestas de defensa. Ademas de la induccion del gen PAD3 y la biosintesis de
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camalexina proporcionan evidencia que apoya la contribucibn de compuestos
qguimicos por parte de Trichoderma para la produccién de fitoalexinas.

9. CONCLUSIONES.

Desde hace algunos afios se conoce el potencial de Trichoderma para inducir
respuestas de defensa en diversos sistemas vegetales. El sistema de interaccién
Arabidopsis thaliana-Trichoderma, permitié elucidar los mecanismos moleculares
implicados en respuestas de defensa que implican la participacion del AS, AJ y la
acumulacién de camalexina. Los cuales actian de manera sinérgica para restringir la
proliferacién de la infecciobn del hogo necrotr6fo Botrytis cinerea, sin embargo el
proceso de colonizacion de las raices por Trichoderma puede inducir a un mas
cambios en el metabolismo de las planta, por lo que se abre la posibilidad de continuar

estudiando los demas efectos de la inoculacién sobre Arabidopsis thaliana.

10. PERSPECTIVAS.

Los datos presentados en este trabajo muestran la funcién importante de Trichoderma
en la rizosfera para la proteccion de las plantas al ataque de hongos necrotréfos. Los
cambios en el metabolismo y la expresién de genes de defensa fueron mas fuertes
durante el proceso de colonizacion. Es interesante continuar caracterizando los
demas efectos de la inoculacion de Trichoderma sobre Arabidopsis thaliana. Por
ejemplo diferentes microorganismos inducen la emision de compuestos organicos
volatiles de Novo que pueden participar como elicitores de respuestas de defensa o
actuar como compuestos antioxidantes y amortiguando diferentes tipos de estreses,
repercutiendo finalmente en el buen desarrollo de las plantas. Por otro lado, uno de los

fendbmenos interesantes a investigar son los mecanismos que se establecen en la
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interaccion de las plantas con Trichodema para favorecer la solubilizacion de fésforo y
la capitacion de nitrégeno. Por lo que el seguir explotando el sistema de interaccion
Arabidopsis-Trichoderma promete generar nuevo conocimiento para mejores usos de

Trichoderma en los sistemas agricolas.
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