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RESUMEN 
 
Las especies reactivas de oxígeno (ROS) generadas por oxidasas dependientes 

de NADPH (NOX) funcionan como moléculas de señalización en procesos de 

defensa y diferenciación en animales, plantas y hongos. Recientemente, se ha 

descrito que estas enzimas actúan como mediadores en el establecimiento de 

relaciones benéficas entre plantas y microorganismos, entre los que destacan los 

hongos filamentosos del género Trichoderma, los cuales modulan el crecimiento y 

la inmunidad vegetal. En este trabajo se muestra que las mutantes Nox (ΔnoxR, 

Δnox1 y Δnox2) de T. atroviride presentan una afectación sobre la capacidad de 

estimular el crecimiento de Arabidopsis. Además, el co-cultivo con la mutante 

∆noxR provoca una exacerbada respuesta inmune dependiente del ácido 

jasmónico en las raíces en comparación con la cepa silvestre (WT). De acuerdo 

con el perfil de expresión génica global realizada en el hongo, existe una 

importante represión sobre genes relacionados en la degradación de 

carbohidratos complejos ante la percepción de la planta, lo cual se encuentra 

ausente en la mutante ΔnoxR, por lo que el mantenimiento del comportamiento 

saprófito del hongo compromete la reprogramación transcripcional que permite el 

equilibrio entre el crecimiento y la defensa.  

Por el contrario, el estrés oxidativo durante la colonización de la raíz también 

influye directamente sobre el desarrollo. La respuesta de plántulas de Arabidopsis 

y mutantes afectadas en genes que codifican para los homólogos de oxidasa de 

explosión respiratoria (RBOH) bajo el efecto bio-estimulante de Trichoderma, 

indica que la pérdida de función de los genes RBOHA, RBOHD y RBHOE, 

compromete la ramificación y biomasa inducida por el hongo. De acuerdo con la 

prueba fluorescente para ROS totales y la tinción de DAB, existe una mayor 

acumulación de ROS en las puntas de las raíces y sobre los sitios de formación de 

raíces laterales en plantas inoculadas con Trichoderma. La acidificación del 

sustrato y la emisión del compuesto orgánico volátil 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP) 

parecen ser los principales factores por los que el hongo desencadena la 

acumulación de ROS en las raíces y causa la ramificación de estas. Finalmente, 
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se reporta que el receptor de tipo cinasa PEPR2 actúa como un regulador río 

arriba de la actividad enzimática de las RBOH. Estos datos en conjunto 

demuestran la función de las ROS como mensajeros clave para los procesos de 

reconocimiento y adecuación del metabolismo en el hongo, así como reguladores 

de la arquitectura de la raíz durante la interacción con Trichoderma. 

 

Palabras clave: Trichoderma atroviride, Arabidopsis thaliana, especies reactivas 

de oxígeno, biomasa vegetal, desarrollo radicular. 
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ABSTRACT 

 
Reactive oxygen species (ROS) generated by NADPH-dependent oxidases (NOX) 

function as signaling molecules in defense and differentiation processes in 

animals, plants, and fungi. It has recently been described that these NOX enzymes 

act as mediators in the establishment of beneficial relationships between plants 

and microorganisms. Trichoderma induces the plant defense system and promotes 

growth of their hosts. In this study, we report that Nox mutants (ΔnoxR, Δnox1, and 

Δnox2) from T. atroviride have an affectation in the ability to stimulate the growth of 

Arabidopsis seedlings. Furthermore, co-cultivation with the ∆noxR mutant elicits an 

exacerbated jasmonic acid-dependent immune response in the roots compared to 

the wild-type (WT) strain. Global gene expression analysis in the filamentous fungi 

reveals an important repression on genes related to the degradation of complex 

carbohydrates before the perception of the plant, which is absent in the ΔnoxR 

mutant and can be related to the maintenance of the saprophytic behavior of the 

fungus. 

Besides, the oxidative stress caused by root colonization directly influences plant 

development. The response of wild-type (WT) Arabidopsis seedlings and mutants 

in genes encoding respiratory burst oxidase homologues (RBOH) under the 

biostimulating effect of Trichoderma was evaluated. It was found that the loss of 

function of the RBOHA, RBOHD and RBHOE genes compromises the root 

branching in WT plants. The fungus also enhances ROS accumulation in primary 

root tips, in lateral root formation sites and emerged lateral roots as revealed by 

total ROS imaging via the fluorescent probe and DAB detection. Acidification of the 

substrate and emission of the volatile organic compound 6-pentyl-2H-pyran-2-one 

(6-PP) appears to be major factors by which the fungus triggers ROS 

accumulation, which accounts for more lateral roots being formed during the root–

fungal interaction. Finally, the kinase-like receptor PEPR2 acts as an upstream 

regulator of RBOH enzymatic activity. Taken together, these data demonstrate the 

role of ROS as key messengers for recognition processes and metabolic fitness in 
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the fungus, as well as regulators of root architecture during interaction with 

Trichoderma. 

 

Keywords: Trichoderma atroviride, Arabidopsis thaliana, reactive oxygen species, 

plant biomass, root development. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

En el suelo, las raíces cohabitan con diferentes tipos de microorganismos 

como bacterias, hongos, actinomicetos, protozoos y algas (Hassani et al., 2018). 

Algunos de estos microorganismos pueden colonizar la superficie de las raíces o 

crecer dentro de las mismas y causar efectos positivos o negativos sobre el 

crecimiento, la salud y la productividad de las plantas (Zhalnina et al., 2018).  

Las raíces secretan substancias que atraen microorganismos benéficos y 

contribuyen a mantener interacciones simbióticas a través de la liberación de 

diferentes compuestos, incluyendo azúcares, aminoácidos, ácidos orgánicos, 

compuestos fenólicos, enzimas, fitohormonas y vitaminas (Pascale et al., 2020). 

Los hongos pertenecientes al género Trichoderma se encuentran con frecuencia 

en la rizosfera, influenciada por la presencia de azúcares y otros exudados 

(Macías-Rodríguez et al., 2018; Villalobos-Escobedo et al., 2020; Esparza-

Reynoso et al., 2021). Esta relación se fortalece mediante el establecimiento de 

una comunicación química íntima en la que la asimilación de nutrientes y la 

emisión de compuestos como auxinas, compuestos orgánicos volátiles (VOC) 

como la 6-pentil-piran-2-ona (6-PP) y péptidos liberados por el hongo mejoran el 

crecimiento de las raíces y la resistencia sistémica a patógenos (Contreras-

Cornejo et al., 2009; Garnica-Vergara et al., 2016; Villalobos-Escobedo et al., 

2020; Wang et al., 2020). 

La producción/emisión de volátiles con efectos sobre el crecimiento de las 

plantas y sobre la actividad fungistática en T. atroviride depende en gran medida 

de la actividad funcional de las NADPH oxidasas (NOX), enzimas que producen 

especies reactivas de oxígeno (ROS) en respuesta a estímulos bióticos y abióticos 

(Cruz-Magalhães et al., 2019). Las NOX fúngicas participan en la formación de 

conidias, procesos de virulencia e interacciones con las plantas (Segal y Wilson 

2018). Hernández-Oñate y col. (2012) identificaron los genes Nox1 y Nox2, que 

codifican subunidades catalíticas del complejo NOX, así como NoxR que codifica 

una subunidad reguladora. La pérdida de función de Nox1 y NoxR afecta la 

diferenciación inducida por daño mecánico, mientras que el papel de Nox2 se 
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relaciona directamente con la producción de COV con actividad fungistática, 

incluyendo 6-PP, β-bergamoteno (ST-1) y algunos diterpenos (Hernández-Oñate 

et al., 2012; Cruz-Magalhães et al., 2019). Además, los hongos endófitos y 

micorrízicos también presentan un estallido oxidativo tras la colonización de 

raíces, lo que implica un papel directo de los genes Nox y ROS fúngicos en el 

establecimiento de la simbiosis (Abbà et al., 2009).  

Recientemente, se ha enfatizado el papel que podrían tener las ROS en las 

plantas como un mecanismo de defensa ante moléculas efectoras producidas por 

Trichoderma como la resistencia sistémica adquirida (SAR) y la resistencia 

sistémica inducida (ISR) (Ramírez-Valdespino et al., 2019; Alfiky et al., 2021; 

González-López et al., 2021). Los efectores secretados por microorganismos son 

percibidos por los receptores de reconocimiento de patógenos (PRR), entre los 

que destacan los receptores de unión a nucleótidos con repetidos ricos en leucina 

(NLR), los cuales activan la producción de ROS vía NOX, denominadas como 

homólogos de oxidasa de explosión respiratoria (RBOH) en las plantas (Hu et al., 

2020). Las RBOH abarcan un grupo de enzimas unidas a la membrana que tienen 

homología con el fagocito de mamífero gp91phox (NOX2) que se activan 

principalmente en respuesta a la entrada rápida de Ca2+ o la fosforilación inducida 

por proteínas cinasas (Chapman et al., 2019; Lee et al., 2020). Aunque la mayoría 

de las isoformas como RBOHD y RBOHF desempeñan un papel importante en la 

producción de ROS durante la señalización del estrés abiótico, así como en la 

respuesta inmunitaria de las plantas; también participan en programas de 

desarrollo como es la formación del tubo polínico, la elongación de pelos 

radiculares o la emergencia de raíces laterales (RL) (Otulak-Kozieł et al., 2020).  

En este estudio se caracterizó el papel de los genes Nox de T. atroviride y 

sus homólogos RBOH en Arabidopsis durante la interacción. Primeramente, se 

demostró que NoxR es necesario para la ramificación de la raíz y la producción de 

biomasa por Trichoderma, ya que la cepa mutante ΔnoxR pierde la capacidad 

manifiesta en la cepa silvestre de inducir la transición de los primordios de raíces 

laterales a las raíces laterales maduras. Por el contrario, la expresión del factor de 
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respuesta al ácido jasmónico JAZ1 se incrementa en las raíces inoculadas con la 

mutante ΔnoxR, reforzando así la inmunidad vegetal. Además, se muestra que T. 

atroviride influye sobre la expresión de los genes implicados en el metabolismo de 

azúcares presentes en los exudados radicales. En la segunda parte del trabajo, se 

determinó que la producción de ROS mediada por las enzimas RBOH es 

necesaria para la ramificación de raíces y la producción de biomasa por T. 

atroviride dependiente de los genes respiratory burst oxidase homologues (RBOH) 

rbohA, rbohD y rbohE, cuyos mutantes presentan una disminución de la 

ramificación de las raíces provocada por la presencia del hongo. Además, se 

correlaciona la actividad del receptor tipo cinasa PEPR2 con la activación de las 

enzimas RBOH por la presencia de Trichoderma. Con los resultados anteriores, se 

propone que la percepción del pH ácido o el compuesto volátil 6-PP causan un 

estallido oxidativo que se observa en las raíces previamente al contacto con el 

hongo y depende en gran medida de la actividad del complejo NOX.  

 

II. ANTECEDENTES 
 

2.1 Arabidopsis como modelo de estudio 
 

Arabidopsis thaliana es una planta herbácea de ciclo anual, nativa de 

Eurasia y África, que pertenece a la familia Brassicaceae en el grupo 

eudicotiledóneas de las plantas vasculares angiospermas, la cual incluye especies 

de importancia económica, tanto hortícolas, ornamentales y oleaginosas (Provart 

et al., 2016). Es considerada como el organismo modelo para el estudio de la 

biología vegetal, debido a que posee una serie de características idóneas para su 

manipulación y cultivo, como es tener un tamaño pequeño y un ciclo de vida 

rápido (6-8 semanas) (Woodward y Bartel, 2018). Además, genera una gran 

cantidad de semillas por cada generación, ya que posee una fecundación 

autógama y elevada fertilidad (Padole e Ingle, 2017). Cuenta con un genoma 

diploide relativamente pequeño con alrededor de 125 Mbp y cinco cromosomas, el 
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cual fue secuenciado desde el año 2000, estimándose que contiene alrededor de 

27,000 genes, 4827 pseudogenes y genes de elementos transponibles y 1359 

moléculas de ARN no codificantes (Feldmann y Goff, 2014). La disponibilidad de 

su genoma, junto con el gran acervo de mutantes, herramientas bioinformáticas y 

líneas con construcciones de genes reporteros dirigidos por diversos promotores, 

han permitido la elucidación de diversas vías de señalización presentes en la 

planta, favoreciendo incluso el estudio sobre otras especies eucariotas (Woodward 

y Bartel, 2018). Su morfología consiste en una roseta densa de hojas basales con 

margen dentado que, además, presenta tallos erectos poco o nada ramificados de 

alrededor de 20 a 25 cm, los cuales también poseen hojas más pequeñas que 

carecen de peciolo y que están cubiertas de tricomas (Fig. 1A). Las flores están 

conformadas de cuatro sépalos y pétalos, seis estambres y dos carpelos, y su 

disposición se conforma en una inflorescencia denominada corimbo, estas flores 

dan origen a frutos en forma de silicua, la cual contiene alrededor de 20 a 30 

semillas de color marrón rojizo de forma ovalada (Fig. 1B-E). Asimismo, posee una 

raíz primaria única de la cual se originan las raíces laterales (Krämer, 2015).  
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Figura 1. Ciclo de vida de Arabidopsis. Desarrollo de A. thaliana (ecotipo Columbia-0) desde la 

semilla hasta la etapa de plántula (11 días), crecimiento vegetativo (39 días) y crecimiento 

reproductivo (45 días) (A). Fotografías amplificadas de estructuras reproductivas como 

inflorescencia (B), flor (C), silicuas (D) y semilla (E). Modificado de Krämer (2015). 

 

2.1.1 Sistema radicular de A. thaliana 
 

La raíz es un órgano que crece por debajo del suelo, el cual responde a una 

variedad de estímulos ambientales. No solo brinda soporte estructural a la parte 

aérea, sino que también lleva a cabo la absorción de agua y nutrientes necesarios 

para el crecimiento (Nelissen y Gonzalez, 2020). Por lo tanto, la supervivencia 

general de la planta depende del desarrollo, crecimiento y función apropiados de 

la raíz.  
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A diferencia de otros modelos vegetales, la arquitectura y la estructura de la 

raíz de Arabidopsis es muy sencilla. Presenta una raíz primaria de origen 

embrionario, que mantiene un crecimiento indeterminado y dinámico a lo largo del 

ciclo de vida (Smith y De Smet, 2012). Su anatomía consiste en un meristemo 

apical (RAM, por sus siglas en inglés) conformado por un nicho de células iniciales 

que rodean un par células mitóticamente inactivas, denominadas centro 

quiescente (CQ) (García-Gómez et al., 2021). A partir de estas células iniciales se 

originan columnas o filas de células que dan origen a tejidos específicos 

dispuestos en círculos concéntricos como la epidermis, la corteza, la endodermis, 

el periciclo, el xilema y el floema. No obstante, también se producen células en 

dirección contraria como es el caso de la capa de tejido llamada cofia, que abarca 

el extremo distal, cuya función es proteger a la raíz conforme ésta crece a través 

del suelo (Petricka et al., 2012). La raíz primaria se divide en tres zonas 

consecutivas a lo largo de su eje longitudinal. El área más cercana al CQ 

corresponde a la zona meristemática (ZM), en donde las células se encuentran en 

constante división. Estas células cuando pasan por un proceso de expansión 

celular conforman la zona de elongación (ZE). Posteriormente, entran en la zona 

de diferenciación (ZD) (Fig. 2A). Morfológicamente, la ZD está marcada por la 

aparición de pelos radiculares epidérmicos (tricoblastos), la maduración del xilema 

y la formación de raíces laterales (RL) (Pavelescu et al., 2018). 
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Figura 2. Anatomía y morfología de la punta de la raíz de Arabidopsis. (A) Ubicación de las 

células iniciales, zona de elongación, zona de transición y zona meristemática. (B) Corte 

longitudinal de la raíz donde se muestran las diferentes zonas y tejidos. Modificado de García-

Gómez et al. (2021). 

 

Las RL son cruciales para aumentar el área de superficie del sistema 

radicular y permitir una mayor exploración y captación de nutrientes y agua en 

ambientes de suelo heterogéneos. Las RL de Arabidopsis se originan 

exclusivamente a partir de células fundadoras del periciclo ubicadas en polos 

opuestos del xilema (Fig. 3A) (Banda et al., 2019). Las raíces laterales se inician 

cuando las células fundadoras individuales o pares de estas del periciclo se 

someten a varias rondas de divisiones anticlinales mediante una señalización por 

auxinas para crear un primordio de raíz lateral (LRP), el cual empieza con una 

capa de diez células pequeñas de igual longitud (Etapa I) (Du y Scheres, 2018). 

Posteriormente, las células se dividen periclinalmente, formando una capa interna 

y otra externa (Etapa II). Después de otras divisiones anticlinales y periclinales se 

crea un primordio en forma de cúpula (abarcando las Etapas III-VII) que 

eventualmente emergerá de la raíz parental (Etapa VIII) (Fig. 3B) Después de la 

emergencia, el meristemo apical de la RL se activa y comienza a crecer (Péret et 

al., 2009).  
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Figura 3. Formación y desarrollo de las raíces laterales en Arabidopsis. (A) Representación 

esquemática de la sección transversal de la zona de diferenciación de la raíz primaria. La raíz tiene 

una estructura simple compuesta por la estela (periciclo y vasculatura) rodeada por tres capas 

unicelulares, endodermis, corteza y epidermis. (B) Las ocho etapas de iniciación y desarrollo de la 

raíz lateral. Las células fundadoras de la raíz lateral se especifican en el periciclo del polo del 

xilema y pasan por ocho etapas de desarrollo para emerger en la superficie de la raíz. Tomado de 

Jing y Strader (2019). 

 
2.2 Rizósfera  

 
La rizósfera es la región del suelo adyacente a las raíces de las plantas, la 

cual se ve influenciada física, química y biológicamente por la actividad de los 

microorganismos (York et al., 2016). La rizósfera se compone de tres zonas, 

endorrizósfera, rizoplano y ectorrizósfera, las cuales están definidas con base en 

la influencia y proximidad de la raíz (York et al., 2016). A través de la liberación de 

moléculas bioactivas, las raíces pueden modificar la microbiota del suelo (Hu et 

al., 2018). Estos exudados radiculares generalmente comprenden metabolitos 

primarios como azúcares, aminoácidos y ácidos carboxílicos, así como un 

conjunto diverso de metabolitos secundarios y compuestos de alto peso molecular 

como mucílagos y proteínas (Canarini et al., 2019). La cantidad y el tipo de 
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exudados de las raíces están determinadas por la especie, la edad de la planta o 

por factores externos (Canarini et al., 2019). Los exudados radiculares 

representan una fuente de carbono y nitrógeno para el crecimiento microbiano, no 

obstante, los compuestos liberados por las raíces pueden actuar como moléculas 

señalizadoras y atrayentes o como inhibidores o repelentes (Fig. 4) (Hu et al., 

2018; de la Fuente Cantó et al., 2020). 

 

 

Figura 4. Representación de los componentes y procesos de la rizósfera. La rizósfera es un 

entorno dinámico de actividad metabólica entre las raíces de las plantas y microorganismos del 

suelo. Tomado de White et al. (2017). 

 

Los microorganismos asociados a la rizósfera no solo perciben e interpretan 

señales producidas por las plantas, sino que también responden a los producidos 

por ellos mismos y de otros microorganismos. Además, estos microorganismos 

liberan diversas moléculas de señalización en la rizósfera que influyen 

directamente sobre las respuestas quimio-tácticas de la raíz (Venturi y Keel, 

2016). En las interacciones benéficas establecidas entre plantas y 

microorganismos generalmente se promueve el crecimiento y desarrollo vegetal, 
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se refuerzan las respuestas de defensas contra enfermedades, plagas y factores 

abióticos, e incluso se mejora la solubilidad de nutrientes. Entre los 

microorganismos benéficos presentes en la rizósfera se encuentran los hongos 

micorrízicos, bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) y hongos 

promotores del crecimiento vegetal (PGPF), por mencionar algunos grupos 

(Venturi y Keel, 2016). 

 
2.3 El género fúngico Trichoderma 

 
Trichoderma es un género de hongos filamentosos, residentes naturales de 

la rizósfera. Se encuentran distribuidos ampliamente en diversos ecosistemas del 

planeta como saprófitos facultativos que degradan la materia orgánica en 

descomposición (Guzmán-Guzmán et al., 2019). La mayoría de las especies de 

Trichoderma no tienen una etapa sexual, ya que producen esporas asexuales 

denominadas conidios (Fig. 5A-B) (Kredics et al., 2021). Su clasificación 

taxonómica corresponde al dominio Eukaryota, reino Fungi, división Ascomycota, 

subdivisión Pezizomycotina, clase Sordariomycetes, orden Hypocreales y familia 

Hypocreaceae. El género Hypocrea/Trichoderma incluye más de 375 especies 

caracterizadas molecular y morfológicamente (Tyśkiewicz et al., 2022).  

Diversas especies de Trichoderma manifiestan un potencial extraordinario 

para producir enzimas industrialmente importantes o compuestos de interés 

farmacológico (Kredics et al., 2021). Por otra parte, se les reconoce por 

antagonizar a otros micro-organismos, muy útil en el biocontrol de fitopatógenos 

(Fig. 5C) (Harman, 2006; Guzmán-Guzmán et al., 2019). Ciertas especies actúan 

como simbiontes oportunistas avirulentos de plantas, ya que pueden crecer como 

endófitos en las raíces y en algunos casos colonizan partes aéreas, mejorando el 

crecimiento y desarrollo a través de diferentes mecanismos, entre los que 

destacan la síntesis de fitohormonas, la solubilización de nutrientes, la ramificación 

de las raíces, incremento en la capacidad fotosintética y metabolismo de carbono, 

así como la protección y tolerancia al estrés biótico y abiótico (Contreras-Cornejo 

et al., 2016; Sood et al., 2020; Pelagio-Flores et al., 2022). 
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Figura 5. Características morfológicas de Trichoderma. (A) Colonia de una especie de 

Trichoderma cultivada en agar papa-dextrosa (PDA), mostrando un abundante micelio aéreo con 

anillos concéntricos y la presencia de conidios de color verde brillante. (B) Vista microscópica de un 

conidióforo ramificado. (C) Parasitismo de Trichoderma sobre Aspergillus flavus. Modificado de 

Jaklitsch et al. (2013) y Kifle et al. (2016).  

 

2.4 Interacción Arabidopsis-Trichoderma 
 

2.4.1 Regulación del crecimiento vegetal 
 

Algunas especies de Trichoderma mejoran el crecimiento de las plantas y 

modifican la arquitectura de la raíz mediante la producción de fitohormonas y otras 

moléculas de señalización (Contreras-Cornejo et al., 2009; Nieto-Jacobo et al. 

2017). De acuerdo con el trabajo realizado por Contreras-Cornejo y col. (2009), las 
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plántulas de Arabidopsis crecidas con Trichoderma virens Gv29.8 y T. atroviride 

IMI206040 presentaron una mayor formación de raíces laterales y biomasa que las 

crecidas axénicamente (Fig. 6A-D). Esta estimulación por parte de ambas 

especies de Trichoderma se relacionó con la producción de auxinas por el hongo, 

por lo que al evaluar la participación de genes involucrados en el transporte o la 

señalización como AUX1, BIG, EIR1 y AXR1, se demostró que en Arabidopsis, se 

requiere de la vía de transducción de señales de las auxinas para el incremento de 

biomasa foliar y radical. 

El análisis mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 

masas (GC/MS, por sus siglas en inglés) en T. virens, condujo a la identificación 

de ácido indol-3-acético (AIA) y algunos precursores de esta hormona como el 

indol-3-acetaldehído (IAAld), indol-3-etanol (IEt) e indol-3-carboxaldehído (ICAld) 

en el sobrenadante del medio de crecimiento. Estos compuestos indólicos regulan 

de manera diferencial la expresión génica inducible por auxinas, así como la 

arquitectura del sistema radicular de Arabidopsis, por lo que muestra el importante 

papel de la señalización de las auxinas en la promoción del crecimiento en las 

plantas por Trichoderma. 
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Figura 6. Efecto de Trichoderma sobre el crecimiento de A. thaliana. A) Plántulas de 

Arabidopsis crecidas en condiciones control. B) Efecto de la inoculación de T. virens y C) T. 

atroviride, donde se observa que ambas especies inducen el desarrollo de raíces laterales 

comparado con el tratamiento control. D) Efecto de Trichoderma sobre la acumulación de biomasa 

foliar. Adaptado de Contreras-Cornejo et al. (2009). 

 
Posteriormente, se demostró que T. atroviride también produce etileno 

(ET), una hormona vegetal que en conjunto con el AIA inducen la actividad de 

MPK6, una proteína cinasa activada por mitógenos que regula el crecimiento de la 

raíz primaria y la formación de pelos radiculares en Arabidopsis (Contreras-

Cornejo et al., 2015). De acuerdo con el análisis molecular y fenotípico de 

mutantes relacionados con el ET (etr1 y ein2), existe una baja inducción en la 

formación de pelos radiculares, así como una mayor inhibición del crecimiento de 

la raíz primaria bajo el co-cultivo con Trichoderma, demostrando que es necesaria 
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una señalización cruzada entre MPK6, auxinas y ET en la respuesta del desarrollo 

de la raíz de Arabidopsis ante el co-cultivo con Trichoderma (Contreras-Cornejo et 

al., 2015).  

La producción de compuestos orgánicos volátiles (COV) es una propiedad 

ubicua en Trichoderma (Estrada-Rivera et al., 2019; Guzmán-Guzmán et al., 2019; 

Esparza-Reynoso et al., 2021). Estos incluyen alcoholes, hidrocarburos, 

aldehídos, alcaloides, cetonas, sesquiterpenos, monoterpenos, alcanos, éteres, 

compuestos heterocíclicos, fenol y benceno (da Silva et al., 2021; Nieto-Jacobo et 

al., 2017). La exposición a las mezclas de COV emitidas por Trichoderma 

aumentan la ramificación de raíces y la producción de biomasa en plántulas de 

Arabidopsis (Hung et al., 2013; Contreras-Cornejo et al., 2014; Esparza-Reynoso 

et al., 2021). También se ha descrito que estas mezclas de volátiles influyen 

directamente sobre el contenido de clorofila, la eficiencia fotosintética y el 

metabolismo del carbono en las plantas (da Silva et al., 2021; Hung, Lee y 

Bennett, 2013; Jalali, Zafari y Salari, 2017; Lee et al., 2016; Nieto-Jacobo et al., 

2017; Esparza-Reynoso et al., 2021).  

Los VOC producidos por T. atroviride modifican la expresión de un 

transportador de sacarosa de larga distancia (AtSUC2) y de algunos miembros de 

transportadores de la familia SWEET (proteínas transportadoras de flujo de salida 

de mono y disacáridos), contribuyendo en la traslocación de fotosintatos desde las 

hojas hacia la raíz (Fig. 7a-b) (Esparza-Reynoso et al., 2021). Para compensar 

esta demanda de fotosintatos, los VOC emitidos por Trichoderma incrementan la 

expresión tejido-específico de las isoformas de la proteína sacarosa fosfato 

sintasa (SPS) en las hojas de las plántulas de Arabidopsis (Fig. 7C). Esta 

modificación sobre la biosíntesis y transporte de azucares por parte de los volátiles 

favorece a la par el crecimiento y desarrollo de las plantas y el contenido de 

glucosa y sacarosa de los exudados de raíces (Fig. 7D-F), los cuales 

eventualmente beneficiarán el crecimiento del hongo (Macías-Rodríguez et al., 

2018; Esparza-Reynoso et al., 2021). 
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Figura 7. Efecto de los VOCs emitidos por Trichoderma sobre el metabolismo y transporte 
de carbono en Arabidopsis. (A) Plántulas de Arabidopsis expuestas a los VOCs de T. atroviride. 

(B) Expresión de AtSUC2-GFP en el ápice de la raíz primaria. (C) Expresión de las isoformas de 

las enzimas SPS (AtSPS1F::uidA-GFP, AtSPS2F:: uidA-GFP, AtSPS3F::uidA-GFP) en hojas. (D-F) 

Contenido de glucosa y sacarosa en tejidos y exudados radiculares de plántulas cultivadas 

axénicamente o expuestas a los VOCs de Trichoderma. Modificado de Esparza-Reynoso et al. 

(2021). 

 

Entre los principales compuestos volátiles sintetizados por T. atroviride, la 

6-PP posee una actividad similar a las auxinas, ya que promueve el crecimiento de 
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las plantas (Garnica-Vergara et al., 2016; González-Pérez et al., 2018; Estrada-

Rivera et al., 2019). De acuerdo con el trabajo realizado por Garnica-Vergara y col. 

(2016), la aplicación del compuesto sobre el medio de cultivo mejora la producción 

de biomasa y la ramificación de las raíces laterales de manera dependiente a la 

concentración (Fig. 7A-F). 

  

Figura 8. Efecto de la 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP) en la arquitectura de la raíz de 
Arabidopsis. Plántulas de Arabidopsis fueron germinadas y cultivadas durante 12 días con 

concentraciones crecientes de 6-PP. (A) Longitud de la raíz primaria. (B) Número de raíces 

laterales emergidas. (C) Biomasa total. (D-F) Fotografías representativas de plántulas cultivadas en 

medio MS 0.2X suplementado con el solvente (control), 75 y 150 μM de 6-PP. Modificado de 

Garnica-Vergara et al. (2016). 

 

La 6-PP aumenta la respuesta auxínica en los primordios de las raíces 

laterales al incrementar la expresión de los transportadores de auxinas PIN1, 



 21 

PIN2, PIN3 y PIN7. Finalmente se describió que el efecto del volátil sobre el 

desarrollo de las RL requiere de la participación de los receptores de auxinas 

TIR1, AFB2 y AFB3, así como de los factores de transcripción ARF7 y ARF19, 

mientras que para el efecto de este compuesto sobre la raíz primaria es necesaria 

la participación de un elemento de la vía de señalización del ET denominado 

ETHYLENE INSENSITIVE 2 (EIN2). Indicando entonces que el volátil modifica la 

organogénesis de la raíz de Arabidopsis al modular tanto la señalización del ET 

como el transporte de auxinas.  

Recientemente, se han descrito otros factores que participan en la 

regulación del crecimiento de Trichoderma, uno de ellos es la acidificación del pH 

producto del metabolismo y crecimiento fúngico (Pelagio-Flores et al., 2017). En 

tiempos más prolongados de exposición con T. atroviride (4 días después de la 

inoculación) las plántulas de Arabidopsis presentan la formación de una estructura 

de tipo gancho en el ápice de la raíz primaria, la cual obedece una redistribución 

de auxinas dentro de las células de la columella hacia una cofia lateral provocando 

la flexión de la punta de la raíz y la subsecuente inhibición del crecimiento 

(Pelagio-Flores et al., 2017). Esta interrupción del crecimiento de la raíz se asocia 

con la disminución de la división celular y con la pérdida de la integridad y 

viabilidad celular del meristemo apical de la raíz. Este fenotipo sobre el ápice de la 

raíz es revertido al amortiguar el medio de cultivo, mostrándose además un efecto 

más exacerbado de la estimulación del crecimiento de la raíz primaria y la 

emergencia de raíces laterales en plántulas co-cultivadas con Trichoderma (Fig. 

8). Aunado a esto, la capacidad de T. atroviride para modificar el pH del medio de 

cultivo fue evidenciado a través de un indicador de pH (azul de bromofenol) 

suplementado en el medio de cultivo, el cual reveló un color amarillo (pH 3.0) en 

función del crecimiento de la colonia a través de los días. Además, la sensibilidad 

del mutante stop1 a la interacción con Trichoderma indica que la acidificación del 

medio por el hongo es percibida por la raíz a través de una ruta putativa que 

involucra al factor de transcripción STOP1 para la reconfiguración de la 

arquitectura de la raíz durante la interacción (Pelagio-Flores et al., 2017). 
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Figura 9. Efecto de la acidificación de T. atroviride en la arquitectura de la raíz de 
Arabidopsis. (A) Fotografías representativas de plántulas de Arabidopsis cocultivadas con 

Trichoderma durante 4 días. (B) Puntas de raíz de plántulas y expresión de DR5::GFP. Las flechas 

blancas muestran la redistribución de auxinas. (C) Plántulas de Arabidopsis cocultivadas con 

Trichoderma en medio MS 0.2X amortiguado con MES al 0.12 %. (D) Acidificación por T. atroviride 

en medio suplementado con el indicador de pH azul de bromofenol por días. Modificado de 

Pelagio-Flores et al. (2017). 

 
2.4.2 Inducción de la respuesta inmunitaria 

 

De manera paralela a la promoción del crecimiento, Trichoderma spp. 

promueve las respuestas de defensa en las plantas (Contreras-Cornejo et al., 

2016). Como se ha descrito con anterioridad, el co-cultivo in vitro de raíces de 

Arabidopsis con T. virens y T. atroviride estimula el desarrollo de raíces laterales y 

la producción de biomasa vegetal, sin embargo, la colonización de ambas 
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especies de Trichoderma genera una acumulación de peróxido de hidrógeno 

(H2O2) en los ápices de hojas y raíces, indicando que se activan respuestas de 

defensa a través de un mecanismo dependiente de ROS (Contreras-Cornejo et al., 

2011). A la par de la acumulación significativa de H2O2, las plantas también 

presentan incrementos en los niveles endógenos de SA y JA, relacionándose 

positivamente con la inducción de dos genes inducibles para ambas vías 

canónicas de defensa (Fig. 9A-D) (Contreras-Cornejo et al., 2011). El análisis de la 

expresión de los marcadores relacionados con la patogénesis pPr1a:uidA y 

pLox2:uidA en respuesta a T. virens o T. atroviride muestran que ambos genes se 

inducen fuertemente en el follaje conforme aumenta el tiempo de exposición a los 

hongos, evidenciando que ambas vías de señalización de defensa son activadas 

al mismo tiempo. La participación simultánea entre el JA y el SA en la inmunidad 

vegetal inducida por Trichoderma, confiere resistencia al daño ocasionado en las 

hojas por Botrytis cinerea (Contreras-Cornejo et al., 2011). Además, el co-cultivo 

con ambas especies de Trichoderma también promueve la biosíntesis de 

compuestos antimicrobianos como la camalexina que, en conjunto con la 

producción de ROS, refuerzan y favorecen la modificación de las paredes 

celulares a través de la deposición de lignina y callosa en las células aledañas 

para limitar el crecimiento del hongo dentro de las primeras capas de células como 

la epidermis y el córtex, y así permitir la colonización superficial de las raíces 

(Contreras-Cornejo et al., 2011).  
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Figura 10. Efecto de Trichoderma sobre las respuestas de defensa dependientes de 
hormonas en Arabidopsis. (A-B) Visualización genes inducibles por JA y SA, pPr1a:uidA y 

pLox2:uidA en función al tiempo de interacción con T. virens y T. atroviride. (C) Cuantificación del 

contenido endógeno de ácido salicílico (SA) y ácido jasmónico (JA) a los 8 días de interacción con 

ambos hongos. (D) Fotografías representativas de la acumulación de peróxido de hidrogeno (H2O2) 

en los ápices de hojas y raíces de plántulas cultivadas axénicamente (control) o co-cultivadas con 

T. atroviride. Modificado de Contreras-Cornejo et al. (2011). 

 

Algunos de los estudios realizados sobre la vía de transducción de señales 

involucrada en la inducción de resistencia sistémica conferida por T. atroviride en 

Arabidopsis muestran que las enzimas relacionadas con la defensa en las plantas, 

incluidas las peroxidasas, quitinasas, β-1-3-glucanasa (PR-2) son fuertemente 
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inducidas en las hojas en respuesta a la inoculación con el hongo (Salas-Marina et 

al., 2011). Además, los niveles de expresión de genes relacionados a la vía del 

JA/ET como PDF1.2 y LOX-1 mostraron cambios significativos en su expresión en 

las raíces y en las hojas. El análisis de la expresión del gen PAD3 que codifica 

para la enzima encargada de la síntesis de la camalexina, mostró una regulación 

positiva en toda la planta después del tratamiento con T. atroviride (Salas-Marina 

et al., 2011). No obstante, la colonización de Trichoderma asperelloides T203 

sobre las raíces de Arabidopsis desencadena un rápido aumento en la expresión 

de factores de transcripción como WRKY18, WRKY40, WRKY60 y WRKY33, los 

cuales activan las respuestas de la vía de señalización del JA a través de la 

supresión de los represores JAZ, pero que regulan negativamente la expresión de 

los genes de defensa FMO1, PAD3 y CYP71A13 reprimiendo así la señalización 

del SA (Brotman et al., 2013). Esto demuestra la compleja superposición de la ISR 

y la SAR que genera la colonización de la raíz de las diferentes especies de 

Trichoderma. 

Trichoderma establece un diálogo químico con la planta para suprimir las 

defensas y establecer una asociación mutualista prolongada (Contreras-Cornejo et 

al., 2016). Durante esta interacción, Trichoderma libera una mezcla de diversos 

compuestos como proteínas, ARN pequeños y metabolitos secundarios (SM) 

como los COV, los cuales actúan como patrones moleculares asociados a 

microbios (MAMP), patrones moleculares asociados a daños (DAMP), elicitores 

y/o efectores que pueden ser reconocidos por los receptores y activan la 

inmunidad basal (Mukherjee, Horwitz y Kenerley, 2012; Hermosa et al., 2013; 

Mendoza-Mendoza et al., 2018; Nogueira-López et al., 2020). El efector proteico 

no enzimático producido por T. virens conocido como Sm1, así como sus 

ortólogos presentes en T. atroviride y T. harzianum Epl1 y Sm2, respectivamente, 

inducen la producción de ROS, así como la expresión de genes relacionados con 

respuesta inmunitaria local y sistémica (Djonovic et al., 2007; Crutcher et al., 2015; 

Gaderer et al., 2015; Salas-Marina et al., 2015). Algunas enzimas como las 

hidrofobinas, glucosidasas, celulasas y proteínas que contienen el dominio CFEM 

o LysM no sólo participan en la colonización de las raíces, sino que también en la 
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activación de la ISR que da como resultado una mayor protección al ataque de 

patógenos (Nogueira-López et al., 2020). Por otro lado, algunos metabolitos 

secundarios sintetizados por Trichoderma como terpenoides, peptaiboles, 

lactonas, policétidos y tricotecenos también han sido reportados como inductores 

de las respuestas de defensa. El volátil 6-PP producido por Trichoderma 

asperellum IsmT5 incrementa la expresión génica de PR-1 (proteína relacionada 

con patógenos e inducida por SA), VSP2 (gen marcador para JA-ET), y el factor 

de transcripción GL3 (involucrado en la formación de tricomas), confiere así 

resistencia al daño provocado por los hongos fitopatógenos Alternaria brassicicola 

y B. cinerea (Fig. 11A-D) (Kottb et al., 2015).  

 

Figura 11. Efecto de la 6-PP en la inmunidad de Arabidopsis. En el panel superior (A) se 

muestran ejemplos representativos de plantas de A. thaliana tratadas con una suspensión de 

esporas de B. cinerea: sin exposición previa a 6PP = control; (B): con pre-exposición a 6PP. 

Cuantificación del diámetro de las lesiones (C). Expresión de genes de defensa mediante RT-PCR: 

PR1, proteína relacionada con la patogénesis 1; GL3, factor de transcripción GLABRA 3; VSP2, 

proteína de almacenamiento vegetativo (D). Modificado de Kottb et al. (2015). 
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La producción de ROS en Trichoderma ocurre principalmente a través del 

complejo NADPH oxidasa (NOX). Dichas proteínas participan en la señalización 

que da lugar al desarrollo del hongo, así como en el establecimiento de las 

interacciones simbióticas con las plantas (Cruz-Magalhães et al., 2019). En T. 

atroviride, el complejo enzimático de la NADPH oxidasa está compuesto por las 

subunidades reclutadora, reguladora y catalítica codificadas por los genes Nox1, 

Nox2 y NoxR, respetivamente. La generación de las mutantes disfuncionales para 

estos genes sirvieron para elucidar la participación de las ROS en el proceso de 

regeneración y diferenciación de las hifas ante daño mecánico (Hernandez-Oñate 

et al., 2012). En el trabajo realizado por Cruz-Magalhães y col. (2019), se realizó 

una comparación entre las cepas knock-out Δnox1, ΔnoxR y Δnox2 y la cepa WT 

en cuanto a su capacidad para crecer y producir conidias en diferentes 

condiciones de estrés. Las cepas mutantes Δnox1 y ΔnoxR redujeron 

significativamente la actividad antagónica de T. atroviride contra Rhizoctonia solani 

y Sclerotinia sclerotiorum en ensayos de confrontación directa, contrariamente a 

Δnox2, que mostró una actividad similar a la WT. Además, las mutantes Δnox1, 

ΔnoxR y Δnox2 mostraron diferencias cuantitativas en la emisión de varios 

compuestos orgánicos volátiles (COV) y la promoción del crecimiento de 

Arabidopsis. El aumento en la biomasa de raíces y brotes inducido por los COV de 

T. atroviride fue reducido en las mutantes ΔnoxR y Δnox1, a diferencia de Δnox2, 

lo cual correlacionó con la sobre-producción de la 6-PP y 6-pent-1-enil-2H-piran-2-

ona (6PP-2) en la mutante. 

Se ha reportado que la emisión de volátiles por parte de Trichoderma también 

influye sobre la resistencia a estrés abiótico en Arabidopsis. Plantas expuestas 

durante 2 semanas a los COV de Trichoderma koningii, mostraron menos 

acumulación de H2O2 bajo estrés salino en comparación con el control. Este 

resultado refleja el posible papel de los COV en la protección de las plantas contra 

el daño oxidativo bajo estrés salino (Jalali et al.  2017). De hecho, algunos de los 

cambios observados en el proteoma de Trichoderma muestran que existe la 

secreción de proteínas antioxidantes para contrarrestar el estallido oxidativo 

inducido por la activación temprana de las respuestas de defensas dependientes 
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de ROS (Alfiky y Weisskopf, 2021). Entre los mecanismos descritos en 

Trichoderma para la mitigación del estrés biótico y abiótico, se incluye la 

producción de enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT), superóxido 

dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APx) o glutatión S-transferasa (GST), las 

cuales reducen la acumulación de ROS que pueden afectar la viabilidad de las 

células. Las plantas inoculadas con Trichoderma presentan acumulaciones 

transitorias y ondulantes de ROS debido precisamente a la regulación de enzimas 

antioxidantes y a la participación de la señalización del SA (Morán-Diez et al., 

2021). 

 

2.5 Metabolismo de ROS en plantas 
 
Las ROS como el anión superóxido (O2-), el H2O2, el radical hidroxilo (·OH) 

y el oxígeno singlete (1O2) influyen sobre una amplia gama de procesos biológicos 

involucrados en el desarrollo y crecimiento de las plantas, así como en la 

adaptación al estrés biótico y/o abiótico (Hu et al., 2020). Las ROS son 

consideradas como subproductos del metabolismo aeróbico y son generados en 

diferentes compartimentos celulares como cloroplastos, mitocondrias y 

peroxisomas (Fig.12) (Huang et al., 2019). No obstante, la generación de ROS en 

el apoplasto juega un papel esencial en la interacción planta-microorganismo, ya 

que son necesarias para la activación de las respuestas de defensa (Lee et al., 

2020). La producción apoplásica de ROS depende en su mayoría de la actividad 

de las enzimas NADPH oxidasas (NOXs), las cuales son homólogas a la 

subunidad catalítica (gp91phox) de los fagocitos de mamíferos y son denominadas 

como RBOH (por sus siglas en inglés) en plantas (Lee et al., 2020; Castro et al., 

2021).  

Las enzimas RBOH son proteínas integrales de la membrana plasmática 

compuestas por seis dominios transmembranales que soportan dos grupos hemo, 

dominios hidrofílicos C-terminal FAD y NADPH y dos dominios N-terminales de 

unión al calcio (EF-hand). El NADPH actúa como un donante de electrones 

citosólico que reduce al oxígeno molecular (O2) para la generación del O2-. El 
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radical O2- puede dismutarse espontáneamente a H2O2 o por acción de la SOD, 

para continuar su eventual transformación a agua y dioxígeno mediante la 

actividad de las peroxidasas y CAT (Lee et al., 2020; Castro et al., 2021). Estas 

enzimas forman parte del sistema antioxidante enzimático que funcionan de forma 

sinérgica con el sistema no enzimático (glutatión, ácido ascórbico y flavonoides) 

para neutralizar los radicales libres y el 1O2, y evitar que las células entran en el 

estado oxidativo que resulte en daño o muerte celular (Huang et al., 2019). Hasta 

la fecha, se han identificado y caracterizado alrededor de 150 miembros de 

proteínas de la familia NOXs/RBOHs en varias especies de plantas y 

específicamente se han reportado 10 genes para las isoformas RBOH (A–J) para 

el genoma de Arabidopsis (Waszczak et al., 2018; Hu et al., 2020).  

 

Figura 12. Sitios de generación de especies reactivas de oxígeno (ROS). Las ROS son 

producidas por homólogos de oxidasa de explosión respiratoria (RBOH), mitocondrias, 

cloroplastos, peroxisomas y peroxidasas residentes en la pared celular (PER). La acumulación 

posterior de H2O2 puede oxidar los residuos de cisteína en las proteínas, afectar sus funciones y 

estados redox y regular las vías de señalización relacionadas. El exceso de ROS puede provocar 

estrés oxidativo, lo que puede causar oxidación de lípidos, daño en el ADN, carboxilación de 

proteínas y lesiones en otros componentes celulares. Adaptado de Wang et al. (2019). 
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2.5.1 Mecanismos de regulación de las enzimas RBOH 
 

La actividad de las RBOH puede ser regulada a nivel transcripcional, ya que 

se han identificado diversos elementos reguladores en cis los cuales se 

encuentran distribuidos aleatoriamente en las secuencias de los promotores de los 

genes RBOH (Waszczak et al., 2018). Se ha descrito que el elemento GCN4 

puede desempeñar un papel en el crecimiento y desarrollo reproductivo, mientras 

que el elemento TATCCAT/C puede funcionar en condiciones de inanición. Por su 

parte, otros elementos distribuidos en los genes de la familia NOX/RBOH como los 

motivos G-Box y ABRE (elementos sensibles al ácido abscísico, ABA), TGA-

element (elemento sensible a auxinas), ERE y GCC-box (elementos sensibles al 

ET), GARE, P-box y TATC (elementos sensibles a giberelinas, GA), CGTCA y 

TGACG (elementos sensibles a JA) y TCA (elemento sensible a SA) también 

están involucrados en la regulación por señalización hormonal, respuesta a luz y 

otros procesos biológicos, como la senescencia de las hojas y el desarrollo de 

semillas (Hu et al., 2020). Además, el elemento W-box es específico de los genes 

RBOH, el cual funciona principalmente ante las respuestas a patógenos ya que 

interactúa con los factores transcripcionales WRKY dependiente de la cascada de 

señalización de las MAPK (Hu et al., 2020). Sin embargo, la actividad de las 

enzimas RBOH también se puede regular a nivel postraduccional, ya que se ha 

demostrado que la fosforilación de la región N-terminal en residuos conservados a 

través de distintas cinasas afecta la actividad de estas enzimas. Se ha descrito 

que múltiples miembros de la subfamilia VII de los receptores de tipo quinasas 

citoplasmáticas RLK (por sus siglas en inglés) influyen directamente sobre la 

actividad de las RBOHs durante procesos de inmunidad desencadenada por 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) (Lee et al., 2020).  

En Arabidopsis, el receptor transmembranal de tipo cinasa, FLAGELLIN 

SENSITIVE 2 (FLS2) posee un dominio extracelular de repeticiones ricas en 

leucina (LRR) que sirve para el reconocimiento de la flagelina bacteriana (flg22). 

Este péptido de 22 aminoácidos desencadena la formación de un complejo entre 

su receptor FLS2 y el co-receptor BAK1 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-
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associated receptor kinase 1), el cual desencadena una serie de eventos de 

transfosforilación entre varias cinasas intracelulares asociadas, entre ellas BIK1 

(KINASA1 INDUCIDA POR BOTRYTIS). BIK1 interactúa con AtRBOHD y fosforila 

directamente su dominio N-terminal en la S39, S343 y S347 para su activación 

(Lee et al., 2020). Por su parte, la cinasa SERINE-THREONINE KINASE1 (SIK1) 

(también conocida como MAP4K3) también influye sobre la producción de ROS, 

ya sea por su interacción con BIK1 o por su fosforilación directa sobre AtRBOHD 

en la S347 (Wang et al., 2020). 

Las plantas también liberan moléculas especializadas, conocidas como 

patrones moleculares asociados al daño (DAMP) para desencadenar las 

respuestas de defensas (Lee et al., 2020). En Arabidopsis, se ha descrito que los 

péptidos inductores de señales (Peps) al ser percibidos por los receptores de tipo 

cinasa PEPR1 y PEPR2, provocan una fuerte producción de ROS de manera 

similar a la señalización de flg22-FLS2. Incluso se ha descrito la participación de 

BIK1 que funciona río abajo de la señalización de Pep1-PEPR al interactuar 

físicamente con PEPR y RBOHD/F para regular la producción de ROS y la 

inhibición del crecimiento de la raíz (Jing et al., 2020). No obstante, la enzima 

RBOHD también es activada a través de los cambios conformacionales que 

originan las fluctuaciones de los niveles de Ca2+ citosólico sobre el motivo EF-

hand del extremo N-terminal de la enzima, así como las fosforilaciones 

provocadas por las proteínas cinasas dependiente de Ca2+ CDPK (por sus siglas 

en inglés) (Lee et al., 2020). Recientemente, un estudio encontró que un RLK rico 

en cisteína (CRK2) fosforila el extremo C de AtRBOHD en la S611, S703 y S862 y 

regula positivamente la producción de ROS inducida por flg22 y la defensa contra 

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Fig. 13) (Wang et al., 2020). Además, 

en el extremo C-terminal de AtRBOHD, PBL13, una proteína cinasa de 

serina/treonina también lleva a cabo una fosforilación en S862 que conduce a la 

regulación negativa de la producción e inmunidad de ROS desencadenada por 

PAMP. Curiosamente, la ubiquitina ligasa E3 (PIRE) que interactúa con PBL13 en 

el extremo C-terminal de AtRBOHD regula positiva o negativamente la activación 

de esta para su degradación (Wang et al., 2020). 
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Figura 13. Regulación de las enzimas RBOH para la generación de ROS extracelulares en 
plantas. Fosforilación y ubiquitinación en la producción de ROS mediada por AtRBOHD en 

Arabidopsis. Formación de los complejos FLS2-BAK1 y Pep1-PEPR tras la percepción de la 

flagelina (flg22) y el péptido Pep1, los cuales fosforilan a BIK1, lo que conduce a la disociación de 

esta cinasa de ambos complejos y fosforila el extremo N-terminal de AtRBOHD para aumentar la 

producción de ROS. Por otro lado, SIK1 no solo interactúa y fosforila BIK1 para mejorar su 

actividad, sino que también interactúa directamente y fosforila el extremo N-terminal de AtRBOHD. 

La activación dependiente de Ca2+ de las CDPKs también conduce a la fosforilación de AtRBOHD. 

El extremo C-terminal de AtRBOHD también es fosforilado por CRK2, además de influir sobre su 

degradación a través de la ubiquitina ligasa E3 (PIRE). Modificado de Wang et al. (2020). 

 

Por lo anterior, se considera que la producción de ROS por parte de 

RBOHD se relaciona estrechamente con la deposición de callosa, la lignificación 

de la pared celular, el cierre de estomas y la SAR (Castro et al., 2021). Mientras 

que la isoforma RBOHF es parcialmente redundante con su homólogo RBOHD 

debido a que también participa en las respuestas inmunes de las plantas, parece 

no ser inducible en respuesta a los tratamientos con MAMP o patógenos 

(Waszczak et al., 2018). Sin embargo, las ROS producidas por las RBOH también 

son consideradas como moléculas de señalización que participan sobre procesos 
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del desarrollo como la germinación y la floración, el desarrollo del meristemo 

apical de la raíz y el meristemo apical del brote, la formación de los pelos 

radiculares y tubos polínicos, el crecimiento de las hojas y la emergencia de las RL 

(Choudhary et al., 2019). La expresión y actividad de las isoformas AtRbohH y 

AtRbohJ en la punta del tubo polínico correlacionan positivamente con el proceso 

de elongación de este órgano, e incluso se ha demostrado que AtRbohC/hair root2 

(hrd2) también juega un papel en la regulación del crecimiento normal del pelo 

radicular (Hu et al., 2020). Por otra parte, la actividad de AtRbohE es fundamental 

para la formación y emergencia de los PRL, mientras que las isoformas AtRbohD y 

AtRbohF modulan negativamente el desarrollo de las raíces laterales (Waszczak 

et al., 2018; Hu et al., 2020; Castro et al., 2021). 

 

2.5.2 Papel de las ROS en el desarrollo de raíces laterales 
 

En conjunto con la señalización por auxinas, las ROS participan en 

procesos del desarrollo de las raíces, como en la diferenciación del xilema, el 

gravitropismo, la formación de raíces adventicias, así como en la emergencia y 

alargamiento de RL. De acuerdo con el trabajo de Orman-Ligeza y col. (2016), la 

exposición de plántulas de Arabidopsis a concentraciones crecientes de H2O2 

conduce a una represión de la tasa de crecimiento de la raíz primaria, que a la par 

incrementa significativamente la densidad y la longitud de las RL (Fig. 14A). Un 

análisis puntual sobre la formación de primordios de RL mostró que las ROS 

facilitan los eventos de desarrollo temprano que conducen a la formación de 

primordios. Sin embargo, este efecto del H2O2 sobre la formación de RL se 

compromete si el transporte polar de auxinas mediada por transportadores PIN y 

los módulos de señalización de auxinas dependientes de iaa28, arf7arf19 y slr se 

encuentran afectados (Fig. 14B). Además, los autores mostraron que existe una 

acumulación especifica de ROS extracelulares en la lámina media de las células 

que recubren a los PRL, la cual correlaciona con el patrón de expresión de 

diversos genes RBOH dentro de los mismos PRL y sobre las células de la 

endodermis, córtex y epidermis subyacentes a estos, involucrándose posiblemente 
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sobre la remodelación de la pared celular de estas células (Fig. 14C). Dichos 

genes RBOH son inducibles por la aplicación exógena de auxinas, la cual también 

incrementa los niveles de ROS en las raíces, lo que sugiere que la producción de 

ROS ocurre río abajo de la transducción de señales mediada por las auxinas para 

acelerar los primeros pasos de la formación de RL (Manzano et al., 2014; Orman-

Ligeza et al., 2016; Huang et al., 2019). Finalmente, el interrumpir (o mejorar) la 

expresión de RBOH desacelera (o acelera) el desarrollo y la emergencia de 

raíces. Por lo tanto, la producción de ROS mediada por RBOH parece facilitar el 

crecimiento de las RL al promover la remodelación de las paredes celulares de las 

células adyacentes.  

 

Figura 14. Efecto del H2O2 sobre el desarrollo de raíces en Arabidopsis. (A) Crecimiento y 

desarrollo de plántulas de siete días de edad transferidas a medios con concentraciones crecientes 

de H2O2. Las puntas de flecha blancas indican la región de la punta de la raíz en el momento de la 

transferencia. (B) El efecto del H2O2 en el fenotipo de las mutantes slr, arf7, arf19 e iaa28. (C) 

Patrón de expresión de genes RBOH durante el desarrollo de la raíz. Tomado de Orman-Ligeza et 

al., (2016).  
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III. JUSTIFICACIÓN 
 
En los organismos eucariotas, las NADPH oxidasas (NOX) generan 

especies reactivas de oxígeno (ROS) como parte de sus funciones fisiológicas. Sin 

embargo, también se ha descrito que la generación de ROS extracelulares 

controla una amplia gama de procesos biológicos como el crecimiento, el 

desarrollo y las respuestas a estímulos bióticos y/o abióticos, así como también el 

proceso de patogénesis o simbiosis. Trichoderma es un género de hongos 

simbiontes que promueven el crecimiento, desarrollo y fortalece la inmunidad de 

las plantas a través de una señalización por auxinas, ácido jasmónico y etileno. 

Existe un mecanismo de regulación entre estas hormonas vegetales y la 

producción de especies reactivas de oxígeno, por lo que dilucidar la participación 

de estos mensajeros celulares y los sitios en los que actúan sobre la regulación de 

las respuestas de crecimiento y defensa por Trichoderma en Arabidopsis quedan 

por esclarecerse. 

 

IV. HIPÓTESIS 
 
T. atroviride regula el crecimiento, desarrollo y la inmunidad de Arabidopsis 

a través de un mecanismo dependiente de especies reactivas de oxígeno. 

 

V. OBJETIVOS 
 

5.1 Objetivo general 
 
Determinar la participación de las especies reactivas de oxígeno como 

moléculas de señalización en la interacción entre Arabidopsis thaliana y 

Trichoderma atroviride. 
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5.2 Objetivos específicos  

 
1. Evaluar la participación las especies reactivas de oxígeno generadas por 

el complejo NADPH oxidasa de T. atroviride en la regulación de las 

respuestas de crecimiento y defensa en Arabidopsis.  

2. Caracterizar el papel de las especies reactivas de oxígeno generadas 

por las enzimas RBOH de Arabidopsis sobre el crecimiento de la raíz en 

interacción con T. atroviride. 

3. Identificar los factores que desencadenan el estrés oxidativo como 

respuesta temprana en Arabidopsis en la interacción con T. atroviride. 

 

VI. RESULTADOS 
 
Los principales resultados obtenidos durante la realización de este proyecto de 

tesis se presentan en los siguientes capítulos: 

 

Capítulo 1: The fungal NADPH oxidase is an essential element for the molecular 

dialog between Trichoderma and Arabidopsis. (2020) The Plant Journal 103 (6), 

2178-2192. 

Capítulo 2: Trichoderma atroviride triggers reactive oxygen species production in 

Arabidopsis roots and requires RBOH family members and PEPR2 for plant 

biomass production and reconfiguration of root architecture. (2022)  
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Trichoderma atroviride triggers reactive oxygen species production in Arabidopsis 

roots and requires RBOH family members and PEPR2 for plant biomass production 

and reconfiguration of root architecture 
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Abstract 

 

Oxidative regulation of plant growth and development is a hallmark during the interactions 

with microorganisms, but the molecular mechanisms that drive reactive oxygen production 

(ROS) to reconfigure root morphogenesis remain unknown. In this report, through 

comparing the biostimulant effect of the plant beneficial fungus Trichoderma atroviride in 

Arabidopsis WT seedlings and mutants defective in genes that encode RESPIRATORY 

BURST OXIDASE HOMOLOGS (RBOH), it could be found that disruption of RBOHA, 

RBOHD, and RBHOE, impairs root and shoot fresh weight and the root branching capacity 

enhanced by the fungus in the WT in vitro. These effects correlated with altered growth 

responses in pepr2 mutant and the Trichoderma-induced expression of PEPR2, suggesting 

that act as an upstream modulator of RBOH enzymatic activity. T. troviride enhances ROS 

accumulation in primary root tips, in lateral root formation sites and emerged lateral roots 

as revealed by total ROS imaging via the fluorescent probe, DAB detection and Hyper 

sensor. Acidification of the substrate and emission of the volatile organic compound 6-

pentyl-2H-pyran-2-one (6-PP) appears to be major factors by which the fungus triggers 

ROS accumulation, which accounts for more lateral roots being formed during the root–

fungal interaction. These data shed light on the roles of ROS as messengers for plant 

growth and root architectural changes during the interaction with a symbiotic fungus. 

 

Keywords: Trichoderma atroviride, Arabidopsis thaliana, reactive oxygen species, plant 

biomass, root development. 
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INTRODUCTION 

 

Root plants cohabit with a myriad of soils microbes in a complex manner through chemical 

communication within the rhizosphere (Nath et al. 2016). Some of these microbes, which 

mostly belong to bacteria and fungi, can grow inside or outside of plant tissues and result in 

neutral or beneficial symbioses or harmful diseases that directly impact plant life cycle and 

overall fitness (Hassani et al. 2018). Furthermore, plants are known to effects a selective 

pressure on the microbial community through root exudation of metabolites to recruit 

beneficial microbes, such as endophytes, mycorrhizal fungi, and plant growth-promoting 

rhizobacteria (PGPR) (Pascale et al. 2020). Trichoderma is a genus of soil-dwelling 

filamentous fungi that can recognize root-derived exudates to colonize the root surface, and 

exert a direct effect on plant-growth and development, providing increased nutrient 

absorption capabilities and protection against pathogens or abiotic stress (Villalobos‐

Escobedo et al. 2020; Esparza-Reynoso et al. 2021). Recent knowledge advancement in 

Trichoderma–plant interplay reveals that an alteration in the coordinate exchanges of 

chemical signals between the plant and the fungus impairs the fine-tuned communication 

between both partners (Villalobos‐Escobedo et al. 2020; Alfiky et al. 2021). Indeed, the 

fungal NADPH oxidase-mediated reactive oxygen species (ROS) production in T. 

atroviride is involved in the fungal ability to perceive plants, which in turn triggers an 

adjustment in carbon metabolism to assimilate simple forms of sugars released by plant 

roots (Villalobos‐Escobedo et al. 2020). On the other hand, ROS production in the plant 

host is generated as a consequence of aerobic metabolism or in reply against biotic and 

abiotic stresses (Choudhary et al. 2017; Huang et al. 2019). Previous studies have clearly 
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shown that an oxidative burst in plants takes place as an early response to Trichoderma 

inoculation, as well during root colonization, activating afterward an antioxidant 

mechanism which confers tolerance the oxidative stress caused by pathogens or 

environment, as well to regulate the salicylic acid-dependent defense responses (Nogueira-

Lopez et al. 2018; Nawrocka et al. 2019; Alfiky et al. 2021). Besides, Trichoderma-induced 

ROS production is closely associated with defense responses that trigger the fungus-

produced effector molecules during interplay with plants (Ramírez-Valdespino et al. 2019). 

Several reports demonstrate that Trichoderma spp. secrete a plethora of effectors and 

secondary metabolites which act as elicitors in the simultaneous activation of systemic 

acquired resistance (SAR) and induced systemic resistance (ISR) (Ramírez-Valdespino et 

al. 2019; Alfiky et al. 2021; González-López et al. 2021). Trichoderma-secreted effectors 

are perceived by intracellular immune receptors named nucleotide-binding leucine-rich 

repeat receptors (NLRs) leading a ROS accumulation, callose deposition, biosynthesis of 

antimicrobial metabolites, and the production of the plant defense phytohormones (salicylic 

acid, jasmonate and ethylene) (González-López et al. 2021). NADPH oxidases (NOXs), 

also called respiratory burst oxidase homologues (RBOHs) in plants, generate superoxide 

anions (O2-) in the apoplast which are rapidly dismutated to hydrogen peroxide (H2O2) (Hu 

et al. 2020). RBOHs encompass a group of membrane-bound enzymes that have homology 

to the mammalian phagocyte gp91phox (NOX2) that are mainly activated in response to the 

rapid influx of Ca2+ or intracellular protein kinases-induced phosphorylation (Chapman et 

al. 2019; Lee et al. 2020). Besides, the A. thaliana genome encodes ten Rboh genes that are 

known or predicted to control a wide range of environmental as well as developmental 

responses (Chapman et al. 2019). Previous reports have demonstrated that RBOHD and 

RBOHF play an important role in ROS production during abiotic stress signaling as well in 
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plant immune response, however, the site-specific production of ROS through these 

enzymes is necessary for the proper lateral root (LR) development (Otulak-Kozieł et al. 

2020). 

Here, we show that RBOHs enzyme-mediated ROS production is necessary for root 

branching and biomass production elicited by T. atroviride in plants. Furthermore, 

Trichoderma induce a specific accumulation of H2O2 at different sites within the root tip, 

which indicates the possible involvement of peroxidases in the adaptative response to 

eventual root colonization. In addition, ROS production in roots before Trichoderma 

colonization seems to be attributed to the signaling that triggers the perception of acidic pH 

or 6-PP, however, both stimuli trigger an increased accumulation of ROS leading to 

inhibition of root cell elongation and root growth. On the other hand, Tichoderma induce 

the expression of the receptor PEPR2, which modulates ROS levels upstream RBOHs 

enzyme activity, besides, an alteration of the signaling that triggers the receptor impairs 

Trichoderma-induced phytostimulation in plants. 

 

MATERIALS AND METHODS  

 

Plant material and growth conditions 

 

A. thaliana ecotype Columbia (Col-0) was used as wild type (WT) plant throughout the 

study. The mutant lines RbohA (SALK_047391), RbohD (SALK_044865) and RbohE 

(SALK_030395) were obtained from the Salk Institute for Biological Studies (La Jolla, 
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California, US), while the mutant lines pepr2 (Yamaguchi et al. 2010) and clv2-3 (Kayes et 

al. 1998), the pepr2cvl2 double mutant line (Gutiérrez-Alanís et al. 2017) and transgenic 

line pPEPR2::GUS (Wu et al. 2016) were kindly provided by Dr. Luis Herrera Estrella 

(CINVESTAV-Irapuato). Arabidopsis seedlings transformed with the yellow fluorescent 

protein-based redox biosensor HyPer employed to screen the intracellular H2O2 levels 

(Hernández-Barrera et al. 2015;) was kindly given by Dr. Luis Cárdenas (IBT-UNAM). All 

seeds from lines used for analysis were surface sterilized using 95% (v/v) ethanol and 20% 

(v/v) bleach for 5 and 7 min, respectively, followed by five washes with distilled and 

sterilized water. Then, were stratified for two days at 4°C, and grown on Petri dishes 

containing 0.2x Murashige and Skoog (1962) medium (MS Basal salts mixture, Catalogue 

No. M5524 Sigma), 0.6% sucrose (w/v) 1% agar (w/v) (Micropropagation grade, Catalogue 

No. A111 PhytoTechnology Laboratories); pH 7.0, 5.5 or 4.5. Petri dishes were placed 

vertically (at an angle of 65°) in a plant growth chamber (Percival AR-95L) at 22°C under 

continuous light conditions (300 μmol m2 s-1) and photoperiod (16 h of light/8 h of 

darkness).  

 

Fungal growth and inoculum preparation 

 

Trichoderma atroviride strain IMI206040 used to perfom plant-fungus interaction assays 

was provided by Dr. Alfredo Herrera-Estrella (Centro de Investigación y de Estudios 

Avanzados del IPN, Mexico). Four days after germination, seedlings were inoculated with 

a spore suspension adjusted to 1 x 106 spores at 5 cm from the root tip and incubated for 
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additional four days to evaluate the plant responses to Trichoderma. The fungal growth trial 

and spore harvest were performed according to Pelagio-Flores et al. (2017).  

 

Effect of 6-PP on ROS-mediated Arabidopsis growth 

 

Ten Arabidopsis seedlings were germinated and grown in each Petri dish containing 0.2x 

MS medium supplemented with micromolar concentrations (75 and 150 μM) of 6-PP 

(Sigma-Aldrich), which were prepared according to Garnica‐Vergara et al. (2016). Ten 

days after germination, determination of the dose-response effect of 6-PP in plant growth 

compared to ROS accumulation was performed. 

 

Analysis of plant traits 

 

The length of primary roots was measured with a graduated ruler, while the LR length was 

measured using the IMAGEJ software (http://rsbweb.nih.gov/ij/). The quantification of 

total LRPs was determined by counting all mature roots that emerged from the primary root 

using a stereomicroscope (Leica MZ6). Lateral root density was scored as the LR number 

per centimeter of primary root and was calculated by dividing the number of LR by the 

primary root length for each seedling. Fresh weights of shoots or roots were determined 

using an analytical balance. Petri dish pictures were taken using a digital camera (Nikon 

D5600, Japan). 
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ROS detection 

 

The production of intracellular ROS was assayed using the oxidation-sensitive fluorescent 

probe 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCF-DA). Arabidopsis seedlings were 

incubated with 10 uM of H2DCF-DA (Invitrogen™) in Trizma® hydrochloride buffer 

solution at 10 mM (pH 7.4) for 60 min in darkness and rinsed and mounted with fresh 

buffer solution on microscope slides. The 2′,7′-dichlorofluorescein (DCF) fluorescence was 

detected through excitation and emission wavelength of 485 nm and 500-535 nm using a 

confocal laser scanning microscope (Olympus FV1200). Fluorescence from at least 8 

treated seedlings was measured by calculating the green pixels in a determined area of each 

image using IMAGEJ software (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Means of the relative 

fluorescence of each treatment were normalized according to the pixel values from the 

control condition. 

 

PI staining and YFP detection 

 

To evaluate the H2O2 accumulation in roots through the genetically encoded biosensor 

HyPer probe, transgenic Arabidopsis seedlings harboring the Hyper biosensor which 

consists of a circularly permuted yellow fluorescent protein (cpYFP) fusioned to H2O2-

sensitive regulatory domain of OxyR (E. coli transcription factor), were soaked in 

propidium iodide (PI) solution (10 mg ml-1 for 1 min), rinsed, mounted in 50% (v/v) 
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glycerol on microscope slides and then recorded by Olympus FV1200 confocal microscope. 

The detection of H2O2-induced change in the excitation wavelength of cpYFP required a 

filter wheel to switch between the excitation wavelength of the H2O2-independent signal 

(440 nm) and H2O2-dependent signal (495 nm) (Belousov et al. 2006), while the emission 

spectra of PI was detected using a 568 nm excitation line and an emission window of 585 to 

610 nm, and all emission spectra were recorded through an emission filter at 550/20 nm to 

obtain a final image merged. Quantification of the relative fluorescence intensity was 

performed as mentioned above. 

 

Histochemical analysis 

 

For the analysis of the expression of the PEPR2 gene, transgenic Arabidopsis seedlings that 

express the uidA reporter gene driven by PEPR2 promoter were incubated in a GUS 

reaction buffer (0.5 mg mL-1 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-d-glucuronide in 100 mM 

sodium phosphate, pH 7) in darkness for 12 h at 37°C. After staining, seedlings were 

cleared and mounted according to the protocol of Malamy and Benfey (1997). The 

processed roots were placed on glass slides and analyzed by Nomarski’s differential 

interference contrast (DIC) microscopy. The photographs shown are representative of the 

experiment conducted with 8 biological replicates.  

The production of H2O2 in Arabidopsis seedlings co-cultivated with Trichoderma was also 

determined via DAB staining. DAB is oxidized by H2O2 forming a dark brown precipitate 

staining. For histochemical analysis of DAB staining, Arabidopsis seedlings were 



 61 

immersed in 1 mg/ml solution of 3,3′-diaminobenzidine (DAB; Sigma), incubated 2 h, 

fixed and cleared with 70% ethanol solution (v/v) and mounted on glass slides and then 

observed using DIC microscopy. For each treatment at least 6 plants were analyzed. 

 

Data analysis 

 

The data were analyzed through univariate and multivariate analyses (ANOVA) followed 

by Tukey’s post hoc tests using statistical software STATISTICA 10.0 program (Dell 

StatSoft, Austin, Texas, USA). All experiments were repeated twice or three times. 

Different letters were used to indicate means that differ significantly (P < 0.05). 

 

RESULTS 

 

NADPH oxidases RBOHA, RBOHD and RBOHE are required for Trichoderma-induced 

plant growth promotion 

 

T. atroviride induce the expression of genes involved in defense response and promote 

plant growth synergistically (Villalobos‐Escobedo et al. 2020). However, little is known 

about how RBOHs-dependent ROS production regulates plant development and stress 

responses. To further explore the mechanism of Trichoderma-induced ROS metabolism we 

compared the biostimulant effect of T. atroviride in Arabidopsis WT (Col-0) seedlings and 
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mutants defective in Rboh genes (RbohA, RbohD and RbohE). WT and mutant seedlings 

were grown for 4 d after germination and then were inoculated with T. atroviride at 5 cm 

from the root tip. After 4 days of co-cultivation in vitro, the WT seedlings inoculated with 

T. atroviride showed a clear phytostimulation concerning un-inoculated plants, the results 

revealed that primary root growth was slightly affected by co-cultivation with the fungus, 

whereas the number and length of LR increased by fourfold and threefold respectively, 

compared to axenically grown seedlings. This response correlated with a less than twofold 

difference in all biomass quantifications (Fig. 1a-d and Suppl. Fig. S1). In contrast, the 

increased root branching and biomass production provoked by Trichoderma diminished in 

the Rboh mutants, particularly the RbohE mutant plants showed an impressive reduction of 

the root system with regard to the RbohA and RbohD mutants (Fig. 1a-d and Suppl. Fig. 

S1). These data show the critical role of RBOH-dependent ROS synthesis in growth 

promotion by T. atroviride in Arabidopsis. 

 

T. atroviride strongly induced ROS production in roots  

 

An oxidative burst is a critical event upon plant colonization by Trichoderma, and this 

reaction is activated by the rapid production of ROS in the apoplast, which is involved in 

plant response signaling against plant pathogens (Saravanakumar, 2016; Chen et al. 2019). 

To visualize the ROS signal in roots, we used the fluorescent cell-permeable probe 

H2DCF-DA through confocal microscopy. To relate the activity of RBOHs enzymes in the 

production of ROS as an early response to Trichoderma inoculation, we used the 
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fluorescent cell-permeable probe H2DCF-DA to visualize the ROS signal in roots through 

confocal microscopy. Arabidopsis seedlings were spot-inoculated 4 d after germination at 5 

cm below the root tip and allowed to grow for 4 days. Plants grown without fungus 

presence showed basal ROS levels which were generated as by-products of metabolism, 

whereas roots of Trichoderma-inoculated seedlings displayed a stronger ROS production in 

the root (Fig. 2a-f). The relative fluorescence intensity indicated that Trichoderma-

mediated ROS accumulation was more increased at the cells surrounding the LRP than 

epidermal cell layer of LR emerged, however, the ROS levels at primary root were two-

and-one-half times more than those obtained in the control condition (Fig. 2g-i). 

Additionally, the fungus caused a similar ROS accumulation at the meristem and 

elongation zone of LR (Suppl. Fig. S2). The results clearly showed that Trichoderma 

triggers a ROS generation on the root as an early response before root colonization. 

 

T. atroviride mainly induced H2O2 production in roots  

 

H2O2 is a relatively long-lived ROS molecule that participates in several plant 

developmental processes and defense responses (Huang et al., 2019). To know the changes 

in the spatial distribution of H2O2 in the primary root, we evaluate the DAB-mediated tissue 

staining in roots of inoculated and non-inoculated seedlings with Trichoderma. Tiny brown 

staining in the root apex of uninoculated plants was observed, however, Trichoderma-

inoculation triggers stronger staining in the stele of the maturation zone (Fig. 3a-b). To gain 

better resolution of the cellular localization of H2O2 at the root tip, we assess the activity of 
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YFP-based biosensor HyPer. A basal H2O2 accumulation in the columella and lateral root 

cap cells was observed, and this pattern of H2O2 production was increased and extended to 

the cells of the epidermis and cortex, showing a correlation with the relative fluorescence 

intensity (Fig. 3c-e). These data indicate that Trichoderma inoculation causes specific 

H2O2-dependent oxidative burst to regulate root growth processes. 

 

Low pH reconfigures Arabidopsis root system architecture 

 

The acidification induced by Trichoderma can regulate the root system architecture 

plasticity, determining primary root growth, LR formation and root meristem viability 

(Pelagio-Flores et al., 2017). To assess whether acidic pH could trigger root branching in 

Arabidopsis seedlings, we germinated and grown seedlings for 8 d on agar plates 

containing MS 0.2x medium adjusted to pH 7.0, 5.5 and 4.5. Arabidopsis root growth was 

affected by acidic pH of 5.5 and 4.5, decreasing by nearly 40% and 50%, respectively, and 

showing an alteration in gravitropism response (Fig. 4a-d). Interestingly, at pH 5.5, the LR 

formation was five times larger than seedlings grown at pH 7.0, however, this stimulus was 

repressed when plants were grown under medium adjusted to pH 4.5, which also affected 

the root biomass production (Fig. 4e-g). These data show that low pH comparably alters 

root growth to Trichoderma effect. 

 

Low pH increases ROS production in roots 
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To assess how the low pH can be the factor that triggers Trichoderma-dependent ROS 

production and/or root branching in Arabidopsis, we evaluated the intracellular ROS 

accumulation in seedlings grown on 0.2x MS agar medium adjusted to pH 4.5, 5.5 and 7.0 

through H2DCF-DA staining. The acidic pH (5.5 and 4.5) induced an apoplastic ROS 

accumulation at the maturation zone of the primary root, and specifically at pH 4.5, plants 

displayed an exacerbated quantity on the tissue layers of epidermis, cortex, endodermis and 

vasculature, spreading even within LRP (Fig. 5a-c). Besides, plants growing under pH 5.5 

and 4.5 also exhibited a higher ROS accumulation at the meristematic zone of the root tip, 

showing a significant increase in ROS levels from the columella and lateral root cap until 

the elongating epidermal cells, including over the root stem cell niche (Fig. 5d-f). These 

disturbances of intracellular ROS levels were confirmed through the quantification of 

fluorescence in each zone (Fig. 5g-h). Moreover, it was appreciated that LR of seedlings 

grown at pH 4.5 displayed a shortening of the meristematic zone and similar increased ROS 

accumulation to the pattern observed in the primary root tip, suggesting that increases in 

ROS production compromise the proliferation/differentiation in LR meristems (Suppl. Fig. 

S3). These data indicate that acidic pH is partially involved in the oxidative burst driven by 

Trichoderma. 

 

6-PP induces ROS production in a concentration-dependent manner in roots  

 

T. atroviride-derived 6-PP is a volatile organic compound with an auxin-like effect that 

stimulates plant growth in a dose-dependent manner (Garnica‐Vergara et al., 2016; Carillo 
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et al., 2020). To evaluate whether ROS production can be influenced by 6-PP, Arabidopsis 

seedlings were germinated and grown on 0.2x MS medium supplemented with 75 and 150 

μM of 6-PP. At 10 days after germination, seedlings were stained with H2DCF-DA for 

detection of ROS in the primary root tip by confocal microscopy. As expected, we found 

that total ROS increased in plants treated with 6-PP (Fig. 6a-c). Quantification of 

fluorescence confirms that 6-PP provokes a ROS accumulation which is dependent on the 

concentration of fungal compound supplied in the growth medium (Fig. 6d-e). 

Interestingly, when plants were grown under 150 μM, a reduction in the width of the root 

tip and a shortening of the meristematic and elongation zone were observed. Thus, we 

suggest that the inhibitory effect of 150 μM of 6-PP in primary root growth is caused by 

ROS overproduction, affecting cell division and expansion processes. These data show that 

6-PP reconfigures the root architecture via ROS production. 

 

T. atroviride induces expression of the NLR receptor PEPR2  

 

Early extracellular ROS production by RBOHs oxidases is triggered by specific pathogen 

effectors through RLKs-dependent signaling (Huang et al. 2019; Kimura et al., 2020). To 

test whether the PEPR2 receptor may or not participate in the Trichoderma-regulated ROS 

production, we analyzed the expression of pPEPR2::GUS (Yamaguchi et al. 2010) in 

transgenic Arabidopsis seedlings grown in co-culture with T. atrovirde. Histochemical 

staining of transgenic pPEPR2::GUS seedlings revealed that a basal expression of PEPR2 

is located at the leaf veins (Fig. 7a-b). In contrast, the expression of pPEPR2::GUS was 
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increased in leaf tissue and extended to the stele of the differentiation zone of the primary 

root of Trichoderma-inoculated seedlings (Fig. 7c-d). This result shows that PEPR2 

expression is induced by Trichoderma in the early stages of the interaction. 

 

PEPR2 receptor is necessary for Trichoderma-induced root architectural alterations 

 

To further define the particular role of PEPR2 perception in the Arabidopsis developmental 

responses to Trichoderma inoculation, we evaluated the primary root growth, LR formation 

and biomass production of Arabidopsis seedlings WT and single mutants pepr2 and clv2-3, 

and the pepr2clv2 double mutant grown in co-culture with T. atroviride for 4 days. 

Interestingly, we found that pepr2 showed insensitivity to the promotion of LR branching 

to Trichoderma compared with WT seedlings, while clv2-3 single mutant and pepr2clv2 

double mutant displayed clear phytostimulation triggered by the fungal inoculation, 

allowed plants to produce similar root biomass like WT seedlings (Fig. 8a-d). In addition, 

the pepr2 mutant also showed a low production of shoot biomass, while the clv2-3 mutant 

exhibited a greater shoot development than WT plants, possibly attributed to the mutant 

phenotype (long-hypocotyl phenotype), however, the growth enhancement was 

compromised in the double mutant, indicating that loss of function of pepr2 impairs the 

plant development conferred by mutation of the clv2-3 gene, and hence the 

phytostimulation response to Trichoderma (Suppl. Fig. S4). These data show that T. 

atroviride requires PEPR2 to trigger plant growth and development. 
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DISCUSSION 

 

Some species of the genus Trichoderma positively influence plant health and productivity 

by stimulating plant growth and development and suppressing plant diseases caused by 

microbial pathogens (Guzmán-Guzmán et al. 2019; Alfiky and Weisskopf, 2021). The 

versatile mechanisms employed by Trichoderma to promote plant growth include synthesis 

of phytohormones (mainly IAA-related indoles), solubilization of soil nutrients, increased 

uptake and translocation of nutrients, enhanced tolerance to abiotic stress, improved 

sucrose metabolism and photosynthetic capability, and production of secondary metabolites 

with plant growth-promoting activity and antibiotic properties (Guzmán-Guzmám et al., 

2019; Ramírez-Valdespino et al. 2019; Khan et al. 2020; Esparza-Reynoso et al. 2021; 

Harman et al. 2021; Vinale and Sivasithamparam et al., 2021). Among Trichoderma-

derived volatile organic compounds, the unsaturated lactone denominates 6-PP has been 

cataloged as one of the most important VOC to the establishment of Trichoderma–plant 

beneficial interaction (Garnica‐Vergara et al. 2016; Estrada-Rivera et al. 2019; Guzmán-

Guzmám et al., 2019). The perception of 6-PP induces JA/ET-dependent plant defense 

responses and simultaneously triggers a complex reconfiguration of root architecture 

implying crosstalk between ethylene and auxin, however, the fungal volatile also can 

regulate plant growth and development by regulating sucrose transport in the phloem 

(Kottb et al. 2015; Garnica‐Vergara et al. 2016; Esparza-Reynoso et al. 2021). Besides, 

plants can sense the substrate acidification generated by Trichoderma mycelial growth and 

this stimulus is the main cause of root tip bending and following root stoppage observed as 

an early response to Trichoderna (Pelagio-Flores et al. 2016). Villalobos-Escobedo et al. 
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(2020) reported that ROS produced by fungal NADPH oxidase is involved in the 

recognition of the plant by T. atroviride. Indeed, the alteration in ROS production via NoxR 

compromises the adjustment of saprophytic behavior stimulated by fungal perception of 

sugars secreted from roots, generating a stronger plant defense response. This could imply 

that host-produced oxidative burst also influences the plant growth and immune responses 

triggered by Trichoderma. 

Recently it has been reported that ROS act as secondary messengers in regulating important 

developmental processes, such as root-hair formation, primary root elongation and LR 

formation (Chapman et al. 2019). According to Orman-Ligeza et al. (2016), the ROS 

generation by RBOH enzymes facilitates cell wall remodeling of overlying cell layers for 

LR outgrowth and emergence. To investigate the role of RBOH-mediated ROS production 

in plant growth promotion effects of Trichoderma, Arabidopsis wild-type (Col-0) seedlings 

and Rboh-deficient mutants (RbohA, RbohD and RbohE) were subjected to co-culture with 

T. atroviride for 4 days. Our results showed that T. atroviride promoted root and shoot 

biomass production and increased root branching in WT seedlings compared to non-

inoculated plants, however, the mutations in either tested RBOH enzymes caused a 

decrease in plant growth-promoting activity of Trichoderma. Collectively, our data suggest 

that ROS production via RBOHA, RBOHD and RBOHE triggered by Trichoderma 

positively modulate LR formation in plants. Interestingly, the RbohE mutant displayed 

reduced LR branching and elongation, indicating that functional loss of RBOHE 

compromises the plant growth promotion triggered by Trichoderma. It has been described 

that Arabidopsis RbohE mutant exhibits a reduced number of emerged LR due to delayed 

development of lateral root primordia (LRP) (Chapman et al. 2019). This RBOHE-
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mediated LR development is related to its specific pattern of expression in the cells 

overlying/surrounding the LRP and auxin-inducible expression (Chapman et al. 2019; 

Eljebbawi et al. 2021). RbohA also shows a similar auxin-induced transcriptional response 

like RbohE, however, its spatiotemporal expression pattern is situated at both LRP and 

maturation zone of primary root (stele and endodermis), suggesting that RBOHA 

participates in different biological processes and not only in the ROS-facilitated LRP 

emergence (Orman-Ligeza et al. 2016; Chapman et al. 2019). Neuser et al. (2019) revealed 

that RBHOA-catalyzed ROS contributes to cell expansion during leaf growth and also 

confers resistance against Pseudomonas syringae through transcriptional co-regulation by 

the growth-related transcription factor HOMOLOG OF BEE2 INTERACTING WITH IBH 

1 (HBI1). In contrast, RbohD expression is induced by the plant's defense response to biotic 

and abiotic stresses mediated by MPK1 and ERF74, respectively (Morales et al. 2016; Yao 

et al. 2017; Escudero et al. 2019; Lee et al. 2020). Furthermore, the C-terminal tail of 

RBOHE can be phosphorylated on serine residues by different protein kinases such as 

PBL13, CPKs, BIK1, and SIK1 which regulate its NADPH oxidase activity (Lee et al. 

2020). However, AtrbohD and AtrbohF have been reported as negative regulators of laterla 

root formation (Otulak-Kozieł et al. 2020; Mase and Tsukagoshi, 2021). Li et al. (2015) 

showed that the double mutants atrbohD1/F1 and atrbohD2/F2 exhibited a higher LR 

density in comparison to the wild-type plants or the single mutants, indicating that both 

genes have functional redundancy in the auxin-regulated LR organogenesis. Thus, we 

assume that RbohA, RbohE and RbohD are downstream target genes of the auxin-dependent 

growth programs and/or and defense response signaling pathway (ethylene-MAPK) elicited 

by Trichoderma in plants. 
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Colonization of plant roots by Trichoderma induces a local and systemic oxidative burst 

throughout the plant, since an increased O2
- and H2O2 accumulation at both sites colonized 

and distal parts of the plant has been detected (Contreras-Cornejo et al. 2011; Nawrocka et 

al. 2019; Xu et al. 2020; González-López et al. 2021). To correlate the RBOH enzymes 

activity in the oxidative stress response triggered by T. atroviride, we evaluate the ROS 

generation in roots using fluorescence-based probes and DAB staining. According to the 

H2DCF-DA assay, the intracellular ROS levels were higher in the roots of plants inoculated 

with T. atroviride compared with noninoculated plants, showing a higher ROS 

accumulation at the root apex of primary and LR. Besides, the H2O2-responsive expression 

of Hyper and the DAB staining revealed that Trichoderma triggers a specific H202 

accumulation at the columella root cap and maturation zone of the primary root, especially 

in the inner tissues making up the stele. This stele-specific accumulation of H2O2 is 

consistent with the high transcript levels of RbohF, which in turn can be induced by salinity 

or ACC treatment, suggesting an involvement of this isoform in Tichoderma-mediated 

oxidative stress in roots (Jiang et al. 2012; 2013; Chapman et al. 2019). Furthermore, this 

accumulation of H2O2 in stele may indicate the activity of class III peroxidases which 

trigger a lignification of the xylem under salt stress, indicating a possible adaptative 

response to  Trichoderma root colonization (Herandez et al. 2010). In contrast, the 

accumulation of O2
- and H2O2 at the root tip observed in plants inoculated with 

Trichoderma, could influence the balance of cellular proliferation and differentiation 

processes at the root apex. The exogenous application of H2O2 in Arabidopsis seedlings has 

been reported to stimulate LR development and primary root shortening by modulating the 

length and cell division events of the root meristem (Su et al. 2016; Orman-Ligeza et al. 

2016). Moreover, it has been reported that H2O2 affect the directional transport of auxin 
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through changes in the expression of auxin carriers (mainly PIN efflux carriers), however, 

exogenous auxin application increases ROS levels in the root tip too, indicating the 

existence of cross-talk between ROS and auxin signaling to control root system architecture 

(Ivanchenko et al. 2013; Orman-Ligeza et al. 2016; Su et al. 2016; Velada et al. 2020).  

The acidification generated by Trichoderma growth on media induces a redistribution of 

auxins within the root apex that originates a reorientation of the root growth and subsequent 

formation of the hook, followed by root meristem exhaustion (Pelagio-Flores et al. 2017). 

The gravity-dependent root bending involves an auxin redistribution within the root tip that 

triggers ROS generation (Eljebbawi et al. 2021). Therefore, we hypothesize that the 

accumulation of auxins induced by Trichoderma acidification at the root tips causes a 

decreased primary root growth via ROS overproduction. To test this hypothesis, we 

analyzed the impact of acidic pH on the architecture of the Arabidopsis root system. 

According to the results obtained, the plants grown at acidic pH (5.5 and 4.5) displayed 

altered root gravitropism and shorter primary root length. Subsequently, we observed that 

low pH values induce strong intracellular ROS accumulation in the whole root tissues. 

Such results fit very well to those previously reported, which mention that exposure to low‐

pH stress causes root growth and development inhibition and excessive accumulation of 

ROS, such as superoxide radicals and H2O2 in roots apex (Koyama et al. 2001; Zhang et al. 

2015; Long et al. 2019; Graças et al. 2020). Moreover, Lager et al. (2010) have determined 

that pH sensing by the plant triggers regulation of gene expression that resembles the 

transcriptional response provoked by auxin or pathogen defense signaling. They also 

assume that perception external pH may act as an underlying signal to the cellular 

responses of auxin and pathogens which lead to apoplastic acidification and alkalinization, 
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respectively. Under this assumption, we suggest that low pH-dependent accumulation of 

ROS functions as a downstream component in auxin-mediated signal transduction. 

On the other hand, the evaluation of the inhibitory effect of 6-PP on primary root growth at 

higher concentrations was associated with an increased accumulation of ROS in root tips. 

Notably, Garnica‐Vergara et al. (2016) reported that ETHYLENE INSENSITIVE 2 (EIN2) 

is a key component in plant response to 6-PP, evidenced by insensitivity to primary root 

growth inhibition in ethylene-insensitive ein2 mutants. Inhibition of root growth and 

superoxide anion accumulation in roots are typical effects of ethylene or its precursor ACC 

(Lv et al. 2018), thereby we suppose that 6-PP regulates primary root elongation via 

ethylene-dependent regulation of ROS homeostasis. Intriguingly, it has been reported that 

EIN2 is required for the exacerbated oxidative stress and root growth repression caused by 

plant-pathogen effectors such as bacterial flagellin (flg22) and pyocyanin, however, loss-of-

function of EIN2 enhances the generation of ROS under salinity stress too, indicating the 

involvement of ethylene/ROS crosstalk in activation of stress responses and defense 

pathways (Mersmann et al. 2010; Lin et al. 2012; Beck et al. 2014; Ortiz-Castro et al. 

2014). 

Pathogen-associated molecular pattern (PAMP)-triggered immune responses induce a 

transient apoplastic ROS through the enzymatic activity of the RBOHs mediated by host 

surface receptor proteins called pattern-recognition receptors (PRRs) (Hu et al. 2020; Jing 

et al. 2020). It has been reported that recognition of flg22 by FLS2 receptor (a leucine-rich 

repeat-receptor kinase) triggers the activation of the membrane-localized ser/thr protein 

kinase BIK1, which directly phosphorylates the NADPH oxidase RBOHD to induce an 

extracellular oxidative burst in response to the pathogen (Kadota et al. 2014; Li et al. 2014; 
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Noman et al., 2019). To elucidate the possible involvement of PEP1 RECEPTOR 2 

(PEPR2) in the oxidative stress triggered by Trichoderma, we evaluated the expression 

patterns of PEPR2 using Arabidopsis transgenic line pPEPR2 GUS. We also analyzed the 

root architectural responses in wild-type Col-0 plants compared to the single mutants of 

pepr2 and clv2-3 and double mutant pepr2clv2 to determine the participation of 

CLAVATA 2 (CVL2) and PEPR2 in regulating the plant growth mediated by Trichoderma. 

Our results showed that PEPR2 expression patterns in leaves and the maturation zone of the 

primary root (stele) increased in plants inoculated with Trichoderma. Consistently, 

mutation of pepr2 significantly affected the reconfiguration of root architecture and 

phytostimulation elicited by Trichoderma, denoting that PEPR2 can be a potential upstream 

regulator of RBOH-dependent ROS synthesis. As previously reported, PEPR2 is a receptor-

like kinases that binds to Pep1 and Pep2 peptides to regulate root immunity through ROS 

production triggered by BIK1-mediated phosphorylation of RBOHD (Zixu et al., 2013; 

Jing et al. 2020). Yamaguchi et al. (2010) have indicated that PEPR1 and PEPR2 gene 

expression is induced by exogenous application of methyl jasmonate (MeJA), Pep peptides, 

microbial compounds and mechanical wounding, indicating that PEPRs receptors are 

mainly involved in the regulation of plant immune responses. However, the PEPR2 

expression is also induced in response to Pi starvation, and under this phosphate-deficient 

condition binds to CLE14 peptide to drive the root meristem differentiation (Gutiérrez-

Alanís et al. 2017). Furthermore, the calcium sensor protein CALMODULIN-LIKE-38 

(CML38) interacts with PEPR2 to inhibit primary root growth under nitrate deprivation, 

evidencing that PEPR2 receptor regulates the root growth in response to nutrient deficiency 

(Song et al. 2021). Besides, it has been reported that loss-of-function of PEPR2 

compromises the ROS production in root during pathogen infection (Jing et al. 2020). 
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Therefore, we suggest that reduced root branching and biomass production of pepr2 mutant 

plants inoculated with Trichoderma seems to be attributed to the reduced capacity to 

produce ROS conferred by loss of PEPR2 function. This assumption would imply that early 

Trichoderma perception through the PEPR2 receptor is strongly linked to the plant growth 

mediated by RBOHs-catalyzed ROS production. 

Taken together, our data reveal that plants upon perceiving Trichoderma, trigger an 

intricate RBOH-mediated ROS production via PEPR2 which seems to be an adaptive 

defense response that impacts plant growth and developmental processes. This trait of T. 

atroviride open the possibility to use it in agricultural production to overcome the 

limitations to crop production brought by abiotic stress and for better plant health and 

protection 
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SUPPORTING INFORMATION 

 

Supplementary figure 1. Effect of T. atroviride on biomass production of Arabidopsis rboh 

mutant plants. Four day-old WT Arabidopsis seedlings and mutants lacking of functional 

isoforms of RbohA, RbohE and RbohD enzymes were inoculated with Trichoderma at 5 cm 

from the root tip. After 4 days of co-culture, representative photographs of seedlings co-

cultivated with T. atroviride were taken (a-h), and shoot fresh weight (i) and total fresh 

weight (j) were recorded. Bars show the means ± SD. Different letters indicate significant 

statistical differences (P < 0.05; n = 15). Scale bar: 1 cm. Similar results were obtained 

from three independent repetitions. 

 

Supplementary figure 2. ROS production in LR of plants inoculated with T. atroviride. 

Representative micrographs of the detection of endogenous ROS levels in LR (a-b). The 

graphs shown represent the means of relative fluorescence from meristematic and 

elongation zone for 8 seedlings ± SD. Different letters indicate significant statistical 

differences (P < 0.05). Scale bar: 100 μm. The experiment was repeated two times, and 

similar results were obtained. 
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Supplementary figure 3. Effect of low pH on ROS production in LR. Representative 

micrographs of the detection of endogenous ROS levels in LR(a-b). The graphs shown 

represent the means of relative fluorescence from meristematic and elongation zone for 8 

seedlings ± SD. Different letters indicate significant statistical differences (P < 0.05). Scale 

bar: 100 μm. The experiment was repeated two times, and similar results were obtained. 

 

Supplementary figure 4. Effects of T. atroviride inoculation on biomass production in wild-

type Arabidopsis (Col-0) and RLKs-related mutants. Four day-old WT col-0 seedlings, 

pepr2 and clv2-3 single mutants and pepr2clv2 double mutant were inoculated with T. 

atroviride at 5 cm from the root tip. After 4 days of co-cultivation, representative 

photographs of seedlings were taken (a-h), and shoot fresh weight (i) and total fresh weight 

(j) were recorded. Bars show the means ± SD. Different letters indicate significant 

statistical differences (P < 0.05; n = 15). Scale bar: 1 cm. Similar results were obtained 

from three independent repetitions. 

 

FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Effect of Trichoderma on the root system architecture of Arabidopsis Rboh 

mutant plants. Four day-old WT Arabidopsis seedlings and mutants lacking of functional 

isoforms of RbohA, RbohE and RbohD enzymes were inoculated with Trichoderma at 5 cm 

from the root tip and allowed to grow for 4 additional days. Primary root length (a), lateral 

root number (b), lateral root length (c) and root fresh weight (d) were recorded. The values 
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shown represent the means of 15 ± SD. Different letters indicate means that are statistically 

different (P < 0.05). The experiment was repeated three times with similar results. 

 

Figure 2. Analysis of ROS production in plants inoculated with T. atroviride. Visualization 

of intracellular ROS was registered using the oxidation-sensitive fluorescent probe H2DCF-

DA and confocal microscopy. Representative micrographs of the detection of endogenous 

ROS levels in LRP and primary roots tips (a-f). The graphs shown represent the means for 

8 seedlings ± SD. Different letters indicate significant statistical differences (P < 0.05). 

Scale bar: 100 μm. The experiment was repeated two times, and similar results were 

obtained. 

 

Figure 3. Effect of T. atroviride on the H2O2 distribution in the primary root tip of A. 

thaliana. Visualization of intracellular H2O2 in roots was recorded through DAB staining 

and the YFP-based genetically encoded biosensor Hyper. Micrographs of root tips showing 

DAB staining and HyPer fluorescence (a-d). The bar graph illustrates differences in 

expression, assessed as relative fluorescence intensity present in the root tip (g). Scale bar: 

100 μm. The values shown represent the means for 8 seedlings ± SD. Different letters 

indicate means that are statistically different (P < 0.05). 

 

Figure 4. Effect of acidic pH on root system architecture in Arabidopsis seedlings. To 

evaluate whether low pH could trigger root branching in Arabidopsis seedlings, we 

germinated and grown seedlings for 8 d on agar plates containing MS 0.2x medium 
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adjusted to 7, 5.5 and 4.5 of pH. Representative photographs show the root system 

architecture of plants grown on media with acidic pH (a-c). Primary root length (d), lateral 

root number (e), lateral root density (g) and root fresh weight (h) were recorded. The values 

shown represent the means of 30 seedlings ± SD. Different letters indicate means that are 

statistically different (P < 0.05). The experiment was repeated three times with similar 

results. 

 

Figure 5. Effect of acidic pH on ROS production in Arabidopsis roots. Representative 

micrographs of the detection of endogenous ROS levels in primary roots tips and 

maturation zone of the primary root through the fluorescent probe H2DCF-DA (a-f). The 

graphs show the means of relative fluorescent from meristematic and elongation zone of 8 

seedlings ± SD (g-h). Different letters indicate significant statistical differences (P < 0.05). 

Scale bar: 100 μm. The experiment was repeated two times, and similar results were 

obtained. 

 

Figure 6. 6-PP regulates ROS production in Arabidopsis roots. Seedlings were germinated 

and grown on 0.2x MS medium supplemented with 75 and 150 μM of 6-PP. At 10 days 

after germination, detection of endogenous ROS levels was performed using H2DCF-DA 

probe. Representative micrographs show the increased ROS accumulation in root tips (a-c). 

The graphs represent the mean values of the relative fluorescent from meristematic and 

elongation zone for 8 seedlings ± SD. Different letters indicate significant statistical 

differences (P < 0.05). Scale bar: 100 μm.  
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Figure 7. Effect of Trichoderma inoculation in PEPR2 expression of Arabidopsis seedlings. 

Four-day-old transgenic Arabidopsis seedlings harboring the pPEPR2::GUS gene construct 

were inoculated with T. atroviride at 5 cm from the root tip. After 4 days of co-cultivation, 

GUS activity driven by the PEPR2 promoter was recorded by DIC microscopy. 

Representative micrographs show the expression of PEPR2 in leaves (a-b) and the 

differentiation zone of the primary root (c-d). Scale bars: 1 mm and 100 μm, respectively. 

 

Figure 8. Effect of T. atroviride inoculation on root architecture in WT Arabidopsis (Col-0) 

seedlings and RLKs-related mutants. Four day-old WT col-0 seedlings, pepr2 and clv2-3 

single mutants and pepr2clv2 double mutant were inoculated with T. atroviride at 5 cm 

from the root tip and allowed to grow for 4 additional days. Length of primary root (a), 

lateral root number (b), lateral root density [number of emerged lateral roots (ELR) cm-1] 

(c) and root biomass (d) were recorded. Bars show the means ± SE. Different letters 

indicate significant statistical differences (P < 0.05; n = 15). Similar results were obtained 

in three independent repetitions of the experiment. 
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VII. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
 

Los mecanismos que subyacen a la simbiosis entre las especies de hongos 

del género Trichoderma y las plantas han sido ampliamente investigados en los 

últimos años (Tyśkiewicz et al., 2022). Estos hongos poseen una variedad de 

atributos para su uso como bioestimulantes en la agricultura (López-Bucio et al., 

2015; Doni et al., 2017; Alfiky et al., 2021). Además de mejorar el desarrollo de la 

arquitectura de la raíz con el subsecuente incremento de la adquisición de agua y 

nutrientes, Trichoderma refuerza la inmunidad mediante la inducción de las 

hormonas canónicas de defensa (JA, SA y Et), lo cual ayudan directa o 

indirectamente a las plantas a resistir diversos tipos de estrés (Contreras-Cornejo 

et al., 2011; 2015; Martínez-Medina, Appels y van Wees, 2017; Wang et al., 2020).  

Los resultados de este trabajo muestran que la comunicación establecida 

entre T. atroviride y Arabidopsis se pierde por la mutación de los genes que 

codifican para las proteínas NADPH oxidasas en el hongo, específicamente la 

subunidad reguladora NoxR, ya que se observa una disminución en la formación 

de raíces laterales en plántulas de Arabidopsis co-cultivadas con la mutante 

∆noxR en comparación con cepa silvestre. Esto sugiere que la producción de ROS 

mediante el complejo NOX es necesaria en T. atroviride para estimular la aparición 

de primordios a partir de la raíz principal. Para comprender a detalle la respuesta 

de las plantas a Trichoderma y la señalización que involucra el complejo NOX, se 

realizó un análisis transcriptómico comparando el impacto de las cepas WT y la 

mutante ∆noxR en el perfil de expresión génica de Arabidopsis. Interesantemente, 

la mutante ∆noxR dio lugar a cambios en el patrón de expresión de un mayor 

número de genes que la cepa WT, antes y durante el contacto de las hifas con las 

raíces. Además, la respuesta causada por la mutante ∆noxR resultó en una 

activación más fuerte de las funciones relacionadas con las respuestas a bacterias 

e insectos, heridas y refuerzo del sistema inmunológico del hospedante antes del 

contacto de las raíces en comparación con la cepa WT. Algunos de los genes que 

presentaron mayor cambio de expresión en presencia de la mutante ∆noxR 

correspondieron a aquellos relacionados a la tolerancia al estrés por sequía e 
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hipoxia (AtBCS1 y CML38), biosíntesis de camalexina y lignina (PAD3 y AtBCB) y 

resistencia adquirida sistémica por JA (JAZ1, JAZ6, JAM1, LOX1 y PR3), 

sugiriendo que las plantas expuestas a esta cepa podrían responder mejor a las 

condiciones ambientales adversas y patógenos. Estos resultados correlacionaron 

positivamente con la expresión de JAZ1/TIFY10A, la cual se observa que se 

induce fuertemente por efecto de la mutante ∆noxR en los núcleos de las células 

de las capas internas de la raíz primaria y hojas, indicando que la planta reacciona 

a Trichoderma mayormente en defensa, por lo que el efecto represor del mutante 

∆noxR en la ramificación de la raíz podría explicarse por la sobre activación de la 

respuesta al JA (Guo et al., 2018).  

La ramificación de la raíz de Arabidopsis inducido por Trichoderma depende 

en gran medida por una señalización de auxinas, por lo que podría estar 

comprometida esta respuesta en la interacción con el mutante ΔnoxR. Varios 

estudios respaldan un modelo para explicar el equilibrio entre las compensaciones 

de crecimiento y defensa basadas en la señalización de auxina-JA (Hermosa et 

al., 2013; Medeiros et al., 2017). Ambas vías hormonales controlan la formación y 

el desarrollo de raíces en Arabidopsis (Cai et al., 2014; Huang et al., 2017). Sin 

embargo, los cambios en los niveles endógenos de JA afectan la formación de 

raíces laterales e influyen en la homeostasis de las auxinas a través de la 

modulación de genes biosintéticos como ANTHRANILATE SYNTHASE α1 (ASA1), 

algunos miembros de la familia de genes YUCCA (YUCCA8 y YUCCA9) y 

transportadores de eflujo de auxinas PIN-FORMED 2 (PIN2) (Sun et al., 2009; 

2011; Hentrich et al., 2013). Esto muestra el importante papel de las ROS 

generadas mediadas por NoxR en Trichoderma en la compleja red hormonal que 

dirige la supresión del crecimiento y la activación de las defensas en las plantas.  

Recientemente, se ha informado que la comunicación de Trichoderma-

Arabidopsis a través de VOC se ve afectada por la mutación de noxR y nox1 en el 

hongo (Cruz-Magalhães et al., 2019). Sin embargo, se sabe poco sobre los 

cambios transcripcionales que subyacen al metabolismo fúngico. Para evaluar 

cómo los hongos detectan las plantas, se realizaron comparaciones de la 
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respuesta transcripcional de las cepas Trichoderma WT y ∆noxR durante la 

interacción con Arabidopsis. Se obtuvo como resultado que la cepa WT puede 

percibir la presencia de las plantas antes del contacto, modificando su perfil de 

expresión génica. Antes del contacto con la raíz, en la cepa WT, los genes que 

codifican peroxidasas, celulasas, transportadores de azúcar y, en general, genes 

relacionados con carbohidratos están reprimidos. Esto coincide con lo descrito por 

Malinich y col. (2019), quienes describen que durante la interacción de maíz con T. 

virens, se produce una represión global de los genes que codifican las enzimas 

que degradan la pared celular. Estas observaciones sugieren que la supresión de 

los procesos metabólicos relacionados con la degradación de los carbohidratos 

complejos en el hongo es necesaria para establecer una interacción beneficiosa 

con la planta, probablemente como resultado de la adaptación del hongo a la 

disponibilidad de carbohidratos simples como sacarosa proporcionada por las 

raíces (Macías-Rodríguez et al., 2018). Esto se refuerza con el análisis de la 

capacidad de crecimiento de la cepa WT y la mutante ∆noxR en celulosa y 

sacarosa como fuentes de carbono, en el que se muestra que ambas cepas 

utilizan de manera eficiente la celulosa, pero no de la sacarosa por la cepa 

mutante. Por lo tanto, la modulación de maquinaria enzimática dependiente de 

ROS durante la interacción de Trichoderma con las plantas ocurre posiblemente 

para evitar la sobre-estimulación de las vías de respuesta de defensa en las 

raíces.  

También se observaron cambios sobre procesos del ciclo celular y el 

metabolismo del ADN en la cepa WT ante la presencia de las plantas, sobre todo 

en receptores acoplados a proteína G (GPCR), los cuales inducen la producción 

de ROS a través de los sistemas NADPH oxidasa como mecanismo de 

señalización en respuestas biológicas, como desarrollo, diferenciación y 

proliferación celular (Pelletier et al., 2003). En el caso del hongo simbionte 

Epichloë festucae, la interrupción de los genes que codifican los componentes del 

complejo NOX oxidasa NoxA, NoxR y una pequeña GTPasa (RacA) comprometen 

su capacidad para mantener la asociación simbiótica mutualista con Lolium 

perenne (Becker et al., 2016; Kayano et al., 2018). Las mutaciones en estos genes 
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conducen al crecimiento de hifas hiper-ramificadas en los espacios intercelulares 

de las hojas, lo que provoca la senescencia temprana de las plantas hospedantes 

(Scott et al., 2012), por lo que asumimos que la producción de ROS mediada por 

el complejo Nox en los hongos es fundamental para el establecimiento de 

asociaciones simbióticas con las plantas. 

Las plantas activan respuestas inmunitarias, incluida la producción de ROS 

durante la interacción con microorganismos (Chapman et al., 2019; Eljebbawi et 

al., 2021). Se ha reportado previamente que la colonización de las raíces por 

Trichoderma induce un estallido oxidativo local y sistémico en las plantas, debido a 

la observación de acumulaciones de O2- y H2O2 sobre los tejidos colonizados y 

partes distales como hojas (Contreras-Cornejo et al., 2011; Nawrocka et al., 2019; 

Xu et al., 2020; González-López et al., 2021). Para determinar el estatus del estrés 

oxidativo que provoca T. atroviride previo a la colonización de las raíces, se evaluó 

la generación de ROS en las raíces a través de la visualización de la sonda 

fluorescente H2DCF-DA y la tinción de DAB. De acuerdo con los resultados, los 

niveles intracelulares de ROS totales fueron más altos en las raíces de las plantas 

inoculadas con T. atroviride en comparación con las plantas no inoculadas. 

Además, la exposición a Trichoderma provoca una acumulación específica de 

H2O2 en la cofia de la raíz y sobre la zona de maduración de la raíz primaria, 

especialmente en los tejidos internos que forman la estela. Esta acumulación 

delimitada de H2O2 en el cilindro vascular es consistente con los transcritos del 

gen RbohF, inducidos por salinidad o suplementación de ácido carboxílico 1–

amino–ciclo–propano (ACC). Esto sugiere la participación de las enzimas NOX, 

conocidas como homólogas de la explosión oxidasa respiratoria (respiratory burst 

oxidase homologues-RBOH) en el estrés oxidativo mediado por Trichoderma en 

las raíces, y que puede influir sobre los procesos de proliferación y diferenciación 

celular.  

La aplicación exógena de H2O2 en plántulas de Arabidopsis estimula el 

desarrollo de RL y el acortamiento de la raíz primaria mediante la modulación de 

los eventos de división celular (Su et al., 2016; Orman-Ligeza et al., 2016). De 
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acuerdo con Orman-Ligeza y col. (2016), la generación de ROS por las enzimas 

RBOH facilita la remodelación de la pared celular de las capas celulares 

subyacentes de los PRL, para su posterior emergencia. Para investigar el papel de 

la producción de ROS mediada por RBOH en los efectos de promoción del 

crecimiento vegetal de Trichoderma, se co-cultivaron plántulas de Arabidopsis 

(Col-0) y mutantes afectadas en las enzimas RBOH (rbohA, rbohD y rbohE) con T. 

atroviride. Los resultados mostraron que T. atroviride promueve la producción de 

biomasa en raíces y brotes, y aumenta la ramificación de raíces en las plántulas 

silvestres en comparación con plantas no inoculadas; sin embargo, las mutaciones 

en cualquiera de las enzimas RBOH causaron una disminución en la bio-

estimulación. Estos resultados sugieren que la producción de ROS a través de 

RBOHA, RBOHD y RBOHE son determinantes para la ramificación de las raíces 

por Trichoderma. Se ha reportado que la mutante rbohE muestra una baja 

formación y elongación de RL, debido a que la pérdida funcional de RBOHE 

compromete fuertemente la emergencia de RL (Chapman et al., 2019). Este 

desarrollo de RL mediado por RBOHE está relacionado con su patrón específico 

de expresión en las células que recubren los PRL y su expresión inducible por 

auxinas (Chapman et al., 2019; Eljebbawi et al., 2021). Por su parte, RBOHA 

también presenta una expresión inducible por auxinas, sin embargo, su patrón de 

expresión tejido-específico no se limita en los PRL, sino que también se presenta 

sobre la zona de maduración de la raíz primaria (estela y endodermis), sugiriendo 

que RBOHA participa en procesos biológicos relacionados a defensa (Orman-

Ligeza et al., 2016; Chapman et al., 2019; Neuser et al., 2019). De manera similar, 

la expresión de RbohD es inducible por estrés biótico y abiótico mediante una 

señalización que implica la participación de MPK1 y ERF74 (Morales et al., 2016; 

Yao et al., 2017; Escudero et al., 2019; Lee et al., 2020). Por lo que se plantea que 

RbohA, RbohE y RbohD son genes diana de los programas de crecimiento 

dependientes de auxinas y/o la vía de señalización de respuesta de defensa (Et-

MAPK) provocada por Trichoderma en las plantas. 

El H2O2 afecta el transporte direccional de las auxinas a través de cambios 

en la expresión de los transportadores de eflujo de la familia PIN (PIN-FORMED), 
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sin embargo, la aplicación de auxinas de manera exógena también aumenta los 

niveles de ROS en la punta de la raíz, lo que indica la relación entre la generación 

de ROS y la señalización de auxinas para controlar la arquitectura de las raíces 

(Ivanchenko et al., 2013; Orman-Ligeza et al., 2016; Su et al., 2016; Velada et al., 

2020). La acidificación del medio causada por el crecimiento de Trichoderma en 

los medios de cultivo induce una redistribución de auxinas dentro del ápice de la 

raíz que origina una reorientación del crecimiento de la raíz y la posterior 

formación del gancho apical seguido del agotamiento del meristemo (Pelagio-

Flores et al., 2017). Este fenotipo de flexión de la raíz se relaciona con 

alteraciones de la gravedad, ya que también implica una redistribución de auxinas 

dentro de la punta de la raíz que precisamente provoca una acumulación puntual 

de ROS (Eljebbawi et al., 2021). Por lo que planteamos que posiblemente la 

acumulación de auxinas causada por la acidificación de Trichoderma provoca una 

disminución del crecimiento de la raíz primaria a través de una sobreproducción de 

ROS. Para corroborar dicho planteamiento, se analizó el impacto del pH ácido 

sobre la arquitectura del sistema radicular de Arabidopsis. De acuerdo con los 

resultados obtenidos, las plantas cultivadas a pH ácido (5.5 y 4.5) presentaron una 

alteración del gravitropismo, además de reprimir el crecimiento de la raíz primaria. 

Aunado a esto, el pH ácido también induce una fuerte acumulación intracelular de 

ROS en el ápice de la raíz primaria. Tales resultados coinciden con los reportados 

previamente que demuestran que el estrés por pH ácido causa una acumulación 

excesiva de superóxido y H2O2 en el ápice de las raíces que conlleva a la 

inhibición del crecimiento de las raíces (Koyama et al., 2001; Zhang et al., 2015; 

Long et al., 2019; Graças et al., 2020).  

La evaluación del efecto inhibitorio de la 6-PP sobre el crecimiento de la 

raíz primaria a concentraciones elevadas también se asocia con una acumulación 

de ROS en las puntas de las raíces. Garnica Vergara y col. (2016) reportaron que 

EIN2 es un componente clave en la respuesta de la planta al volátil 6-PP, ya que 

las mutantes ein2 presentan insensibilidad a la inhibición del crecimiento de la raíz 

primaria causada por concentraciones elevadas de 6-PP. La inhibición del 

crecimiento de la raíz y la acumulación de O2- en las raíces son efectos típicos del 
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Et o de su precursor el ACC (Lv et al., 2018), por lo que se consideraría que la 6-

PP regula el alargamiento de la raíz primaria a través de la regulación de la 

homeostasis de ROS dependiente del Et. EIN2 es un elemento necesario para el 

estrés oxidativo y la represión del crecimiento de raíces causado por efectores de 

patógenos como la flagelina bacteriana (flg22) y la piocianina, indicando un 

entrecruzamiento entre el Et y las ROS en la activación de las respuestas de 

defensa (Mersmann et al., 2010; Lin et al., 2013; Ortiz-Castro et al., 2014). Las 

respuestas inmunitarias desencadenadas por los PAMP inducen una producción 

de ROS apoplástica transitoria a través de la activación de las RBOH mediante la 

señalización de receptores de reconocimiento de patrones (PRR) (Hu et al., 2020; 

Jing et al., 2020). El reconocimiento de flg22 por el receptor FLS2 (una cinasa 

receptora repetida rica en leucina desencadena la activación de la cinasa ser/thr 

BIK1, la cual fosforila directamente a RBOHD para inducir un estallido oxidativo 

extracelular (Kadota et al., 2014; Li et al., 2014; Noman et al., 2019). Para dilucidar 

la posible participación del RECEPTOR 2 DE PEP1 (PEPR2) en el estrés oxidativo 

desencadenado por Trichoderma, se evaluó el patrón de expresión de PEPR2, el 

cual mostró ser inducible por la presencia de Trichoderma tanto en las hojas como 

en la zona de maduración de la raíz primaria (estela). Asimismo, el análisis de la 

arquitectura de la raíz en plantas normales en comparación con las mutantes 

simples pepr2, demostraron que la mutación de pepr2 afecta la reconfiguración de 

la arquitectura de la raíz y la bio-estimulación provocada por el hongo. Estos 

resultaos plantean que el receptor PEPR2 puede ser un regulador río arriba de la 

actividad de las enzimas RBOH.  

Finalmente, proponemos que la acidificación del sustrato y la emisión de 

moléculas volátiles y difusibles por parte del hongo, actúan como señales 

específicas que influyen indirectamente sobre la reconfiguración de la arquitectura 

de la raíz, el desarrollo en general de la planta y las respuestas de defensa. Un 

desequilibro en la producción de ROS mediante el complejo NADPH oxidasa tanto 

en el hongo como en las plantas afectan el establecimiento de la simbiosis al 

comprometer el desarrollo e inmunidad de las plantas. 
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