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Resumen

“‘Papel de la Proteina SM-1 de Trichoderma virens en la induccién del priming en
Arabidopsis thaliana”

En su ambiente natural, las plantas son susceptibles a ser atacadas por
patogenos. Para contrarrestar dicho ataque poseen mecanismos conocidos como
resistencia sistémica. Se conocen dos tipos de resistencia sistémica. La primera
es la resistencia sistémica adquirida (SAR), mediada por el acido salicilico y es
efectiva contra patdégenos biotroficos. El otro tipo es la resistencia sistémica
inducida (ISR), mediada por las hormonas jasmonato y etileno, efectiva contra
patdogenos necrotroficos. No solo los patégenos incrementan la resistencia
sistémica en plantas. La colonizacion de las raices por microorganismos benéficos
le permite incrementar su capacidad de defensa que resulta en una respuesta
rapida y eficiente a una subsecuente infeccion, éste fendmeno es conocido como
“‘priming”. Los hongos del género Trichoderma spp., son utilizados en el control
biolégico de fitopatbgenos y producen una serie de moléculas efectoras
involucradas en la induccién de la resistencia sistémica, como la proteina SM-1 de
T. virens. En este trabajo evaluamos el papel de la proteina SM-1 en el “priming”
en plantas de A. thaliana al ser inoculadas con cepas sobreexpresantes (OE) y
Knockout (KO) del gen sm-1 y posteriormente retadas con los patdgenos
necrotroficos y biotréficos, B. cinerea y Pst DC3000, respectivamente. Los
resultados sugieren que el producto del gen sm-1 esta involucrado en el “priming”
a través de la via de senalizacion ISR.

Palabras clave: Resistencia sistémica, priming, patégenos, Trichoderma,
efectores.



Abstract

“‘Role of Trichoderma virens SM-1 protein on priming in Arabidopsis thaliana”
In their natural settings, plants are susceptible to pathogens attack, however they
have the ability to increase the level of basal resistance to prevent infections, this
process is called the systemic resistance. Two types of systemic resistance have
been described. The systemic acquired resistance (SAR), mediated by the salicylic
acid phytohormone, and is effective against biotrophic pathogens. On the other
hand, the induced systemic resistance (ISR) is triggered against necrotrophic
pathogens, and is mediated by the phytohormones jasmonate and ethylene. Root
colonization by beneficial microorganisms allows the plant to enhance its defense
capacity that results in a rapid and efficient defense response by a second infection
to combat pathogens, this phenomenon is known as priming. Trichoderma spp. is
used as biocontrol agent against phytopathogens, and produces a set of effectors
molecules involved in the induction of the systemic resistance in plants, such as
the SM1 protein of T. virens. In this work, we evaluated the role of the SM-1 protein
on priming of A. thaliana when inoculated with WT, sm-1 gene knockout (KO) and
overexpressing (OE) strains and then infected with the foliar biotrophic and
necrotrophic pathogens Pst DC3000 and Botrytis cinerea, respectively. The results
suggest that the product of the sm-1 gen is involved in priming through ISR signal

pathway.

Key words: Systemic resistance, pathogens, priming, Trichoderma, elicitors.
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INTRODUCCION

Las plantas en su ambiente natural son susceptibles a ser afectadas por factores
bioticos y abidticos. Entre los factores abioticos estan la temperatura, la cantidad
de nutrientes, agua y luz. Con respecto a los factores bidticos se contempla el
ataque por herbivoros o microorganismos patdégenos. Para contrarrestar el efecto
negativo de estos factores, las plantas han desarrollado mecanismos que les
permiten detectar cambios y asi responder mediante alteraciones rapidas y
complejas de su fisiologia.

Los mecanismos de resistencia pueden ser constitutivos o inducidos, e incluyen
barreras fisicas y quimicas para los primeros, y una induccion bioquimica vy
fisiologica conocida como resistencia sistémica para la segunda. La resistencia
sistémica es efectiva contra una amplia gama de patégenos, y se han visto
cambios asociados con el engrosamiento de la pared celular, la sintesis de
fitoalexinas (Jackson y Taylor 1996), la produccién de proteinas relacionadas a la
patogenicidad (PR) (Van Loon et al., 2006), y compuestos volatiles que atraen a
depredadores de herbivoros que se alimentan de la planta (Van Poecke y Dicke,
2004). Durante el ataque por patdgenos, también se induce una muerte celular
programada conocida como reaccion hipersensible (HR, de sus siglas en inglés)
(Gilchrist, 1998; Grant y Mansfield, 1999; Lamb y Dixon, 1997; Morel y Dangl,
1997).

Dependiendo del tipo de fitopatégeno, la planta produce diferentes hormonas, las
cuales serviran como una sefial que va a determinar la especificidad de la

respuesta (Reymond y Farmer, 1998; De Vos et al., 2005). En este sentido, la



resistencia es ajustada al patégeno atacante para disminuir el costo energético
debido a la activacion de defensas innecesarias (Pieterse y Dicke, 2007).

En base a los diferentes mecanismos y hormonas involucradas se han descrito
dos tipos de resistencia inducida. La primera es la resistencia sistémica adquirida
(SAR, de sus siglas en inglés) y se produce en partes alejadas del sitio de
infeccion ocasionada por patdégenos inductores de la respuesta hipersensible
(Ryals et al., 1996). La SAR esta controlada por un mecanismo que depende de la
acumulacién endégena de Acido Salicilico (SA, de sus siglas en inglés) (Dong
2004), aunque este tipo de resistencia también puede ser inducido mediante
aplicaciéon exdégena de SA o sus analogos funcionales como el acido 2,6-
Dichloroisonicotinico (INA) y el Benzotiadiazol (BTH) (Ryals et al., 1996, Sticher et
al., 1997, Dempsey et al., 1999). Este tipo de respuesta es efectiva contra
patdgenos biotréficos y hemibiotréficos (Ton et al., 2002), como es el caso de la
bacteria Pseudomona syringae. Esta respuesta desencadena la produccién de
proteinas relacionadas con la patégenicidad (PR) (Ryals et al., Sticher et al., 1997,
Dempsey et al., 1999), de las cuales se ha demostrado, que varias poseen
actividad antimicrobiana in vivo (Van Lon et al., 1999). El otro tipo de respuesta es
la resistencia sistémica inducida (ISR, de sus siglas en inglés) y es mediada por
las hormonas Acido Jasmonico (JA, de sus siglas en inglés) y Etileno (ET). Esta
respuesta es efectiva contra patdégenos necrotréficos como el hongo Botrytis
cinerea (Glazebrook, 2005).

No solo los patdgenos necrotroficos inducen la ISR, también se ha reportado que
algunos agentes biocontroladores (BCAs), colonizan la raiz de la planta e inducen

dicha respuesta (De Meyer et al, 1998, Harman et al., 2004). Entre los



microorganismos benéficos que inducen la ISR, se han descrito a las rizobacterias
y hongos promotores del crecimiento, (PGPR y PGPF de sus siglas en ingles
respectivamente). Como ejemplos de los PGPF encontramos a las micorrizas
(Pozo y Azcon-Aguilar, 2007), cepas no patdgenicas de Fusarium oxysporum
(Duijff et al., 1998; Paparu et al., 2007), Penicillium spp. (Hossain et al., 2008),
Pythium oligandrum (Hase et al., 2008), Piriformospora indica (Waller et al., 2005),
Sebacinales spp. (Waller et al., 2008) y Trichoderma spp. (Vinale et al., 2008).

Los microorganismos integrantes del género Trichoderma spp., son hongos
filamentosos del suelo que al interactuar con la plantas favorecen el crecimiento, la
captacién de nutrientes y son capaces de estimular su sistema de defensa, lo cual
se ha visto asociado con la colonizacion de las raices. (Shoresh et al., 2010;
Salas-Marina et al., 2011). Ademas, poseen la caracteristica de proteger a la
planta de patégenos a través de su potencial antagdnico y micoparasitico (Viterbo
y Horwitz, 2010).

El proceso de colonizacion involucra el reconocimiento y la adherencia a las
raices, el cual estd mediado por hidrofobinas y por proteinas semejantes a las
expansinas de plantas. Después de adherirse a la raiz, Trichoderma penetra la
planta utilizando enzimas proteoliticas y celuloliticas (Viterbo et al., 2004).

Se ha reportado, que 72 horas después de la colonizacién de las raices de las
plantas por Trichoderma, hay un fortalecimiento de las células de la epidermis y
corticales, asi como la formacién de nuevas barreras formadas por deposiciones
de callosa e infiltraciones de celulosa (Chacon et al., 2007). El enriquecimiento de
callosa en la pared celular es aparentemente eficiente para la restriccion del

crecimiento del hongo en el espacio intercelular de la epidermis, previniendo la



entrada de Trichoderma al espacio vascular (Yedidia et al., 1999; Salas-Marina et
al., 2011).

Se ha determinado que los microorganismos benéficos son reconocidos por las
plantas por medio de componentes microbianos de superficie celular, que sirven
como efectores de la resistencia sistémica. En general dichos componentes son
conocidos como patrones moleculares asociados a patdégenos o a microbios
(PAMPS o MAMPS, por sus siglas en inglés respectivamente) (Schwessinger y
Zipfel, 2008).

Se conocen varias moléculas efectoras de Trichoderma spp. que inducen el
sistema de defensa de las plantas. T. viride produce una xilanasa inductora de la
produccion de etileno (Xyn2/Eix), responsable de la induccién de la defensa en
plantas de tabaco y jitomate (Rotblat et al., 2002). También, se ha descrito que
una celulasa de T. longibrachiatum activa las vias del SA 'y ET en melén (Martinez
et al., 2001). La swollenina (tasSwo) de T. asperellum estimula la respuesta de
defensa en pepino contra bacterias y hongos (Brotman et al., 2008). Ademas, se
ha descrito que los peptaiboles, péptidos lineales de 5 a 20 aminoacidos con
actividad antimicrobiana, producidos por péptido sintetasas no ribosomales,
promueven la biosintesis del JA y SA en una variedad de frijol (Engelberth et al.,
2001).

Entre otros MAMPs descritos de Trichoderma, se encuentra la proteina SM-1
(small protein -1) de T. virens y su ortélogo EPL-1 de T. atroviride que inducen la
resistencia sistémica en plantas de algodoén, maiz, tomate y Arabidopsis (Djonovic
et al., 2006; Seidl et al., 2006; Salas-Marina et al., en preparacion). Las proteinas

SM-1/EPL-1 pertenecen a la familia de las cerato plataninas, las cuales presentan



actividad fitotéxica y antimirobiana, sin embargo, se demostré que la proteina
purificada SM-1 carece de toxicidad contra plantas y microorganismos. Al analizar
la expresion del gen sm-1 se determind que se expresa durante el desarrollo del
hongo y se sobreexpresa por presencia de plantas de algodén (Djonovic et al.,
2006). Al generar cepas mutantes y sobreexpresante del gen sm-1 de T. virens e
inocularlas en plantulas de maiz estas presentaron un menor y mayor grado de
proteccion contra el hongo fitopatdgeno Collecotrichum, respectivamente
graminicola (Djonovic et al., 2007).

Se ha demostrado que después del ataque por un patdégeno o por la colonizacién
de la raiz de las plantas por un organismo benéfico, éstas incrementan su
capacidad de defensa a un segundo ataque, al cual la planta responde de una
manera mas rapida y eficiente, comparada con plantas que no fueron atacadas
por el patégeno o colonizadas por el microorganismo benéfico. Este mecanismo
es conocido como “priming” (estado hipersensibilizado).

En este trabajo estamos interesados en evaluar el papel de la proteina SM-1 de T.
virens en la induccion del “priming” en plantas de A. thaliana retadas con el hongo
fitopatdgeno necrotréfico Botritys cinenea y la bacteria hemibiotréfica Pseudomona

syringae pv tomato (Pst DC300).



RESULTADOS

Anadlisis de la expresion del gen sm-1 en cepas sobreexpresantes (OE) y
mutantes por deleciéon (KO) del hongo T. virens.

Salas-Marina y colaboradores (manuscrito en preparacion), generaron cepas KO y
OE del gen sm-1 de T. virens, las cuales no fueron caracterizadas con respecto a
la expresion del gen en cuestion. Con la finalidad de verificar que aquellas cepas
transformadas con la construccion para la sobreexpresion (OE), expresaran
niveles elevados de transcrito que la cepa silvestre Tv29.8, y que las mutantes
generadas por remplazo génico no lo expresaran, se decidid determinar los
niveles del transcrito mediante reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
(QRT-PCR). Como se observa en la Figura 1, el transcrito del gen sm-1 esta
sobreexpresado en las cepas OE2.1 y OE2.2, 5y 8 mas veces respectivamente, al
compararse con la cepa WT. Como se esperaba, no se detectd transcrito en las

cepas KO2 y KOG6 (Figura 1).

Seleccion de la cepa sobreexpresante del gen sm-1 de T. virens para ser
empleada en el experimento del “priming”.

Resultados generados previamente en el laboratorio (Salas-Marina, et al., en
preparacion), mostraron que plantas de Arabidopsis preinoculadas en la raiz con
la cepa OE2.2 y posteriormente retadas con el hongo necrotréfico Botrytis cinerea
presentaron una disminucion del area foliar dafada en un 10% y 45%, en
comparacion con plantas inoculadas con la cepa WT y con las plantas sin inocular
con T. virens, respectivamente. (Figura 1A material suplementario). Las hojas

de aquellas preinocuoladas con la cepa OE2.1 presentaron dafio similar a las



preinoculadas con la cepa WT, mientras que las plantas preinoculadas con la cepa
KO presentaron, en un 20%, mayor dafio con respecto a las plantas preinoculadas
con la cepa WT. Sin embargo, las plantas preinoculadas con la cepa KO
mostraron una disminucion en un 15% del dafo causado por B. cinerea en
comparacion con las plantas sin inocular con T. virens (Figura 1 A material
suplementario).

En cambio, el area foliar dafada de las plantas inoculadas con la cepa OE 2.1, OE
2.2 0 KO al ser retadas la bacteria hemobiotrofica Pst DC3000 fue equiparable a
las inoculadas con la cepa WT. Las plantas preinoculadas con las cepas de T.
virens mostraron una disminucién en un 25%, en comparacién con las plantas sin
inocular con T. virens (Figura 1 B material suplementario).

Tomando en consideracion los datos anteriores, se eligié a la cepa OE2.2 para

ensayos de “priming” realizados en el presente trabajo.

El gen sm-1 de T. virens se induce en presencia de A. thaliana.

Con la finalidad de determinar que en nuestro sistema de interaccion in vitro T.
virens-Arabidopsis el hongo responde a la presencia de la planta, se midieron los
niveles de transcrito del gen sm-1 mediante gqRT-PCR en presencia y ausencia de
plantulas de A. thaliana a las 24, 48 y 72 h de coincubacién. Como se muestra en
la Figura 2, los niveles del transcrito se incrementaron en los tres tiempos
medidos debido a la presencia de A. thaliana. Como control, se incluy6 al hongo
creciendo en ausencia de la planta, con los mismos tiempos de co-cultivo. En la
Figura 2, se observa que hubo un incremento en los niveles de expresion del gen

sm-1 a las 72 y 96 horas de crecimiento en ausencia de planta, sin llegar a



alcanzar los niveles detectados en presencia de la planta. Se ha reportado que el

gen sm-1 se expresa durante el desarrollo de T. virens (Djonovic et al., 2007).
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Fig 1. Analisis de los niveles de expresion del transcrito del gen sm-1 de las
cepas WT, OE y KO de T. virens Tv29.8. Las cepas fueron crecidas durante 7
dias en medio PDA, posteriormente se colectd el micelio y se extrajo el RNA total
para determinar los niveles de expresion del gen sm-1 mediante qRT-PCR. Los
datos presentados son los promedios con su respectiva desviacion estandar.
Barras que no comparten una letra son significativamente diferentes de acuerdo al
analisis estadistico ANOVA y método de Tukey con un intervalo de confianza del

95%. Como gen constitutivo se empleo el factor de elongacion (tef-1).
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Fig 2. Niveles de expresion del gen sm-1 de T. virens Tv28.9 en presencia y
ausencia de A. thaliana mediante qRT-PCR. Plantulas de Arabidopsis de 15
dias de edad fueron inoculadas con discos miceliales de la cepa WT de T. virens.
Como control se usaron los hongos crecidos en ausencia de planta. El micelio del
hongo se colectd a las 48, 72 y 96 horas postinoculacién, se extrajo el RNA total,
se genero el cDNA, y se determinaron los niveles de expresion por qRT-PCR. Las
barras grises representan a la cepa WT de T. virens en ausencia de plantulas y las
barras negras al hongo en co-cultivo con Arabidopsis. Los datos presentados son
los promedios obtenidos con su respectiva desviacion estandar. Barras que no
comparten una letra son significativamente diferentes de acuerdo al analisis
estadistico ANOVA y método de Tukey con un intervalo de confianza del 95%.

Como gen constitutivo se utilizé el gen tef-1 (factor de elongacion) de T.virens.
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Efecto de las cepas de T. virens en el “priming” de A. thaliana en cocultivos
in-vitro.

Con la finalidad de determinar el papel de la proteina SM-1 de T. virens en el
‘priming” en A. thaliana, se evaluaron los niveles de expresion de genes
marcadores de la ISR y de la SAR en hojas de plantulas de A. thaliana inoculadas
en la raiz con las diferentes cepas de T. virens, y posteriormente infectadas con
los patégenos B. cinerea o Pst DC3000 [(WT (+WT+Bc/Ps), OE (+OE+Bc/Ps) y
KO (+KO+Bc/Ps)] a los tiempos 0, 24 y 48 horas postinfeccién (hpi). Como
controles se incluyeron plantas inoculadas con las diferentes cepas de T. virens
(+WT, +OE y +KO), sin infectar con patégenos, y plantas sin inocular con T. virens
e infectadas con patdégenos (+Bc o +Ps), asi como plantas solas creciendo sin
mocrorganismos.

Para determinar si a nivel molecular la via SAR esta involucrada en la induccion
del “priming” se determind los niveles del gen PR17-a. En la Figura 3 se muestran
los niveles de induccion del gen PR-1a de los diferentes tratamientos
mencionados anteriormente. Tomando en cuenta que todos los experimentos se
llevaron a cabo en paralelo, los controles de las plantas inoculadas unicamente
con las cepas de T. virens son los mismos para la Figura 3A y Figura 3B. En
ambas figuras se observa que a las 72 horas de interaccién (0 h postinfeccion) las
plantas +OE presentaron 12 veces mas transcrito del gen PR-71a en comparacion
con las plantas +WT y 3 veces mas a diferencia de la plantas inoculadas con la
cepa KO. Interesantemente las plantas +KO presentaron mayor induccién del gen

PR-1a en comparacioén con las +WT.
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Como se puede observar en la Figura 3A, a las 24 hpi con B. cinerea, las plantas
+KO+Bc presentaron un incremento en los niveles de expresién comparados con
sus plantas control (+KO) y con las plantas +Bc. En el caso de las plantas
+WT+Bc y +OE+Bc el nivel de expresion disminuyd en comparacion con sus
controles (+WT y +OE).

Comparando el tiempo 24 h con respecto al tiempo 0, los niveles de induccion
disminuyeron drasticamente en las plantas +WT, +OE y +KO. En cambio, a las 48
hpi, las plantas +WT+Bc y +OE+Bc presentaron un incremento en los niveles de
expresion al compararse con sus respectivas plantas control (+WT y +OE),
aunque claramente el nivel de expresion de las plantas +WT+Bc son mayores que
los de las plantas +OE+Bc. Contrario a lo que ocurrié en el tiempo 24 hpi, el nivel
de expresion de PR-1a en las plantas +KO+Bc disminuyd con respecto a sus
plantas control (+KO).

En la Figura 3B, se puede observar que a las 24 hpi las plantas +OE+Ps y
+KO+Ps presentaron un incremento en los niveles de expresion del gen PR-1a
comparados con sus plantas control, +OE y +KO, respectivamente. Aunque, las
+KO+Ps muestran un incremento ligeramente mayor que las +OE+Ps. A las 48 hpi
las unicas plantas que presentaron un incrementé en los niveles de PR-1a fueron
las +OE+Ps, ya que los niveles de PR-1a en la +KO+Ps se mantuvieron iguales
que en la +KO. A pesar de que en este tiempo los niveles de induccion
presentados por la +OE+Ps y +KO+Ps son estadisticamente diferentes,
numéricamente la diferencia entre ellos es minima. En el caso de las plantas

+WT+Ps, éstas no presentaron cambios significativos en comparacion a las
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plantas +WT, el comportamiento fue muy parecido a las plantas unicamente

infectadas con el patégeno (+Ps).
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Fig 3. Papel de la proteina SM-1 en el “priming” del gen marcador de la SAR,
PR-1a, en plantas de A. thaliana preinoculadas en la raiz con cepas WT, OE y
KO de T. virens y posteriormente infectadas con B. cinerea (A) o Pst DC3000
(B). Veinte plantulas de A. thaliana de 11 dias de edad fueron inoculadas en la

raiz con 3 discos miceliales de las diferentes cepas de T. virens, y 72 horas
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después (0 h). Tres hojas de cada planta fueron inoculadas con los patégenos B.
cinerea (A) o Pst DC3000 (B). Se colecté la parte aérea de las plantas de cada
tratamiento a las 0, 24 y 48 hpi para extraer el RNA total, generar el cDNA y medir
los niveles de induccion del gen PR-1a por qRT-PCR. Las barras representan los
promedios obtenidos de un experimento independiente por triplicado con sus
respectivas desviaciones estandar. Las barras que no comparten una letra son
significativamente diferentes de acuerdo al analisis estadistico ANOVA y método
de Tukey con un intervalo de confianza del 95%. Como gen de referencia se utilizd

el gen de actina (ACTS).
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Para determinar si a nivel molecular la via ISR esta involucrada en la induccion del
“priming” se determind los niveles del gen LOX-2. En la Figura 4 se muestran los
niveles de induccion del gen LOX-2 de los diferentes tratamientos mencionados
anteriormente. A las 72 horas post-infeccion hay un incremento en los niveles de
induccion de LOX-2 las plantas +WT, +OE y +KO, siendo mayor el incremento de
los 2 primeros con respecto al ultimo.

En la Figura 4A se observa que no hubo diferencia a las 24 hpi entre las plantas
inoculadas soélo con las cepas de T. virens y las inoculadas con T. virens y
posteriormente infectadas con B. cinerea. Mientras, que a las 48 hpi es evidente el
incremento en los niveles de expresion de LOX-2 en las plantas +OE+Bc
comparado con el control +OE y +Bc, y los tratamientos +WT+Bc y +KO+Bc. Estos
dos ultimos tratamientos muestran un nivel de expresion de LOX-2 equivalente
entre ellos, pero hay un incremento en los niveles de induccién en comparacion
con sus respectivos controles, +WT y +KO, asi como con respecto a las plantas
+Bc.

Los niveles de induccién del gen LOX-2 debidos a la inoculacién de Pst DC3000
se incrementaron a las 24 y 48 hpi en los tres tratamientos (+WT+Ps, +OE+Ps,
+KO+Ps) comparados con sus respectivos controles, +WT, +OE y +KO, aunque
presentan el mismo nivel de induccion que el control de +Ps. A pesar de que
numéricamente el nivel de induccion del tratamiento +OE+Ps a las 24 hpi es
menor a los tratamientos donde se infecto con Pst DC300, estadisticamente no

hay diferencia significativa entre ellos (Figura 4B).
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Fig 4. Papel de la proteina SM-1 en el “priming” del gen marcador de la ISR,
LOX-2, en plantas de A. thaliana preinoculadas en la raiz con las cepas WT,
OE y KO de T. virens, y posteriormente infectadas con B. cinerea (A) o Pst

DC3000 (B). Veinte plantulas de A. thaliana de 11 dias de edad fueron inoculadas
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en la raiz con 3 discos miceliales de las diferentes cepas de T. virens, y 72 horas
después (0 h). Tres hojas de cada planta fueron inoculadas con los patégenos B.
cinerea (A) o Pst DC3000 (B). Se colectd la parte aérea de cada tratamiento a las
0, 24 y 48 horas postinfeccion para extraer el RNA, generar el cDNA y medir los
niveles de induccién del gen LOX-2 por qRT-PCR. Las barras representan los
promedios obtenidos de un experimento independiente por triplicado con sus
respectivas desviaciones estandar. Las barras que no comparten una letra son
significativamente diferentes de acuerdo al analisis estadistico ANOVA y método
de Tukey con un intervalo de confianza del 95%. Como gen de referencia se utilizé

el gen de actina (ACTS).
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DISCUSION

Se han reportado varios trabajos acerca del efecto del “priming” inducido por
Trichoderma spp. en las plantas contra una variedad de patégenos (Shores et al.,
2005; Djonovic et al., 2007; Mathys et al., 2012). La inoculacién en plantas de
pepino con T. asperellum T203, indujo la expresion de los genes relacionados con
la ISR, efecto similar al ocasionado por las rizobacterias. Las plantas
preinoculadas con T203 presentaron reducciéon del dafo ocasionado por la
bacteria Pseudomonas syringae pv. Lachrymans en comparacion con las plantas
sin preinocular con T203. Sin embargo, las plantas inoculadas con T203 y
posteriormente retadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. Lachrymans
presentaron induccion de genes relacionados con la SAR (Shores, et al., 2005).

Se conocen varias moléculas efectoras de Trichoderma spp. que inducen el
sistema de defensa de las plantas, entre las cuales se ha descrito a los
peptaiboles, a proteinas con actividad enzimatica, a una swollenina, a la proteina
SM-1, entre otros (Shoresh et al., 2010).

Nuestros resultados de interaccion Trichoderma-Planta, mostraron que el gen sm-
1 es inducido en T. virens debido a la presencia de A. thaliana (Figura 2), el mismo
efecto se habia observado en T. virens por la presencia de plantas de algodon
(Djonovic et al., 2006). Ademas, el gen se indujo durante el crecimiento del hongo
en ausencia de la planta, pero nunca alcanzé los niveles cuando se cocultivo con
Arabidopsis (Figura 2), lo cual concuerda con resultados publicados (Djonovic et
al., 2006). A pesar de que el gen sm-1 se induce durante el desarrollo del hongo,
las cepas OE o KO no presentaron cambios morfolégicos ni de crecimiento en

comparacioén con las cepas WT (Salas-Marina et al., en preparacion).
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En estudios de interaccion entre T. virens con plantas de algoddn, se demostro
que las plantas inoculadas con la proteina SM-1 purificada presentaron menor
dafo contra el fitopatdgeno C. graminicola en comparacién con las plantas sin
inocular con la proteina (Djonovic et al., 2006). Adicionalmente, se reporté que
plantas de maiz inoculadas con cepas OE presentaron menos dafio foliar contra el
fitopatogeno, comparadas con las plantas tratadas con la cepa WT, mientras que
las plantas inoculadas con la cepa KO presentaron un mayor dafo que las plantas
inoculadas con la cepa WT. (Djonovic et al., 2007).

Aunque se ha propuesto el papel de la proteina SM-1 en el priming (Djonovic et
al., 2006; Djonovic et al., 2007) en plantas de algodon y maiz, no se ha
demostrado experimentalmente. Hasta donde sabemos, el presente trabajo es el
primero en evaluar la induccion del gen sm-1 en presencia de A. thaliana. De igual
manera, es el primer trabajo en explorar el papel de la proteina SM-1 en el
“priming” en plantas de Arabidopsis, utilizando genes marcadores de la ISR y la
SAR.

Los resultados generados previamente en el laboratorio (Salas-Marina et al., en
preparacion y Figura suplementaria 1A), mostraron que plantas de A. thaliana
preinoculadas con la cepa OE presentaron una disminucion del dafio foliar
ocasionado por B. cinerea, comparadas con las plantas preinoculadas con la cepa
WT. Las plantas inoculadas con la cepa KO mostraron un menor dafio
comparadas con las plantas no tratadas con T. virens, y se observo un mayor
dafo en comparacion con las plantas preinoculadas con la cepa WT. A diferencia
de los resultados reportados por Djornovic et al, (2007), donde observaron que las

plantas de maiz inoculadas con las cepas KO, y posteriormente inoculadas con el
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patégeno C. graminicola, presentaron el mismo dafo foliar que las plantas control
(sin inocular con T. virens), en nuestro trabajo, las plantas de Arabidopsis
inoculadas con las cepas KO, y posteriormente inoculadas con Pst DC3000 o B.
cinerea, nunca alcanzaron los niveles de dafno comparadas con las plantas sin
inocular con Trichoderma. Estos resultados sugieren la existencia de moléculas
inductoras de la resistencia sistémica adicionales en T. virens. Los resultados en
conjunto, sugieren un dialogo molecular entre la planta y el hongo, ya que la
presencia de la planta indujo la expresion del gen sm-1 en la cepa WT, y las
plantas respondieron favorablemente a la inoculacibn de las cepas
sobreexpresantes del gen. Comparadas con las plantas tratadas con la cepa WT u
OE, las plantulas tratadas con las cepas KO presentaron un mayor dafio,
posiblemente por la ausencia del producto del gen sm-1.

Para el caso de la infeccion ocasionada por la bacteria Pst DC3000, las plantas
preinoculadas con las diferentes cepas de T. virens (WT, KO y OE) mostraron
niveles de infeccion cercanos al 20%, mientras que las no inoculadas fueron del
75%. Estos resultados nos sugieren que la proteina SM-1 esta involucrada en el
priming a través de la ISR y no por la SAR.

Lo anterior coincidié con los datos moleculares obtenidos en el presente trabajo,
ya que el gen LOX-2, marcador de la ISR, se indujo a las 48 hpi en las plantas
preinoculadas con las cepas de T. virens (WT, OE y KO) y posteriormente
inoculadas con B. cinerea, comparado con las plantas inoculadas unicamente con
las cepas de T. virens o con aquellas inoculadas solamente con el hongo
necrotrofico (Figura 4 A), mientras que para el gen PR-1a no se observaron

cambios significativos a las 24 o 48 hpi con B. cinerea o Pst DC3000. Las plantas
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inoculadas con la cepa OE y postinoculadas con B. cinerea expresaron casi 3y 8
veces mas el gen LOX-2 en comparaciéon con las plantas inoculadas unicamente
con la cepa OE y con aquellas inoculadas solamente con el hongo necrotrofico,
respectivamente. En el caso de las plantas de A. thaliana preinoculadas con las
diferentes cepas y posteriormente retadas con B. cinerea se observé claramente
que los niveles de induccién del gen LOX-2 en aquellas inoculadas con la cepa OE
fueron casi el doble que aquellas inoculadas con la cepa WT y KO. Este dato
correlaciona con el hecho de que las plantas inoculadas con OE presentaron una
disminucién del dafo foliar ocasionado por B. cinerea.

Por lo tanto, estos datos junto con los de proteccion contra B. cinerea, soportan
nuestra hipotesis de que la proteina SM-1 esta involucrada en el “priming” a través
de la via de sefializacién ISR.

A pesar de que las plantas inoculadas con la KO presentaron mayor dafio foliar
ocasionado por B. cinerea en comparacion con las plantas inoculadas con la cepa
WT, los niveles de induccion del gen LOX-2 fueron similares en ambos
tratamientos. Por lo que probablemente la diferencia se deba a que la ausencia de
la proteina SM-1 cause una desregulacion en la cepa KO y algunos otros MAMPs
desencadenen un efecto que finalmente no se ve reflejado en la disminucion del
gen LOX-2. Aunque no podemos asegurar que los genes se comporten de la
misma manera a como lo hicieron in vivo, nos da una idea de lo que pudiera estar
ocurriendo.

Un caso interesante fue que los niveles de induccion del gen PR-1a a las 24 hpi
con Pst DC3000, las cepas KO y OE son las unicas que ocasionan un efecto de

“priming”, inclusive la cepa KO induce mayores niveles de expresion que la cepa
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OE. En este caso no hay correlacion con lo observado con el dafio ocasionado por
Pst DC300 en el experimento in vivo.

Se ha propuesto la asociacion del “priming” con la acumulacién y/o modificaciones
de proteinas inactivas (“proteinas latentes”) involucradas con la resistencia
sistémica, las cuales, en respuesta a una segunda infeccion podrian ser activadas
produciendo una respuesta de defensa inmediata por parte de la planta (Conrath
et al., 2006). Lo anterior se comprob6é en plantas de A. thaliana, las cuales
posterior al tratamiento con BTH, presentaron acumulacién de mRNA y proteinas
inactivas de MPK3 y MPK®6, proteinas de sefializacién pertenecientes a la familita
de proteinas cinasas activadas por mitogenos (MPK). Después de someter a las
plantas tanto a estrés bidtico como abidtico, las proteinas fueron activadas mas
rapido en comparacion con las plantas sin tratar con BTH (Beckers et al., 2009).
Dado que los niveles de induccion del gen PR-1a a las 0 hpi estan elevados en las
plantas inoculadas con las cepas de T. virens (Figura 3B), probablemente los
productos de estos mMRNAs pudieran estar procesandose y acumulandose en la
planta como se observo al aplicar BTH (Beckers et al., 2009). Por lo que a las 24 y
48 hpi los niveles del transcrito de PR-1a no se ven incrementados tan
drasticamente en las plantas inoculadas con las cepas de T. virens y
posteriormente inoculadas con Pst DC3000 (Figura 3B), posiblemente porque esta
situacion no es energéticamente favorable para a planta. Debido a que sélo las
plantas inoculadas con las cepas KO y OE presentaron induccién del gen PR-1a, a
las 24 y 48 hpi, al inocularles Pst DC3000 puede deberse a que las plantas estén
compensando la cantidad de proteina de defensa, segun sus requerimientos, para

contrarrestar el ataque contra Pst DC300. Esto puede explicar el hecho del por
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qué no hay una correlacion entre los niveles de expresion del gen y los niveles de
proteccion cuando se inoculé con Pst DC3000.

Al inocular las plantas de A. thaliana con B. cinerea se esperaria, que por ser un
patogeno necrotrofico, indujera la expresion de genes relacionados a la ISR, pero
a las 24 hpi las plantas inoculadas con B. cinerea expresaron 5 veces mas el gen
PR-1a en comparacion con el gen LOX-2 (Figura 3A y 4A), incluso el gen PR-1a
se indujo mas por la presencia de B. cinerea que por la presencia de la bacteria
hemibiotréfica Pst DC3000 (Figura 3). Estos resultaros concuerdan con datos
publicados, los cuales muestran la expresion de genes relacionados con la ISR y
la SAR en plantas de Arabidopsis inoculadas con B. cinerea (Ferrari et al., 2003;
Mathys et al., 2012). A pesar de esto se ha visto que mutantes co7-1de A. thaliana
incapaces de detectar jasmonato son mas susceptibles a ser infectadas por B.
cinerea (Thomma et al., 1998).

Los niveles de expresion de LOX-2, ocasionados por Pst DC3000 son
equivalentes ya sea en plantas inoculadas o sin inocular con las cepas de T.
virens (Figura 4). Dichos niveles pueden deberse a que la bacteria produce
compuesto llamado coronatina, el cual mimetiza la funcién de la hormona
metiljiasmonato (MeJA) (Bender et al., 1999; Preston, 2000), por lo tanto enciende
la ISR y suprime la SAR (Katagirl et al., 2002). Se ha postulado que la bacteria
utiliza este sistema para evadir el sistema de defensa de la planta para poder
atacarla facilmente debido al efecto antagdnico de la via del salicilato y la del
jasmonato/etileno (Felton et al., 1999a, 1999b; Pieterse y Van Loon, 1999;

Thomma et al., 2001). Esto correlaciona con nuestros resultados (Figura 3B y 4B),
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ya que las plantas inoculadas unicamente con Pst DC300 inducen los niveles de
expresion de LOX-2 y reprimen al gen PR-1a.

Ademas, en el presente trabajo se muestra que las plantas de A. thaliana
inoculadas con T. virens incrementaron los niveles de expresion de los genes PR-
1ay LOX-2 a las 72 horas, aunque claramente los niveles de expresion depende
de la cepa de T. virens con la que la planta fue inoculada. La mayoria de los
trabajos publicados con de Trichoderma spp. y otras con otras plantas sé6lo han
detectado incrementos en la expresién de genes relacionados a alguno de los dos
tipos de resistencia (SAR o ISR), pero no ambos. Sélo un par de trabajos, han
reportado que Trichoderma spp. colonizadoras de raiz son capaces de
incrementar genes relacionados con los dos tipos de resistencia en Arabidopsis
(Mathys et al., 2012; Salas-Marina et al., 2011).

Se sabe que las vias de la SAR y de la ISR son mutuamente excluyentes, sin
embargo, se ha reportado que a bajos niveles de SA y JA/ET, ambas vias pueden
coexistir y generar altos niveles de proteccion contra patégenos (Van Wees et al.,
2000).

También puede deberse a que en etapas tempranas pudiera haber una
modulacién hormonal entre JA/ET y SA que permita la activacion de las 2 vias,
ISR y SAR, como un efecto entre la transicion del reconocimiento de la planta
hacia T. virens de patégeno a benéfico (Pozo et al., 2005)

Una vez establecido el papel de la proteina SM-1 y dado a que las plantas
preinoculadas con la cepa KO mostraron menor dano foliar contra B. cinerea, en
comparacion con plantas sin preinocular con T. virens, indica que debido a la

ausencia del producto del gen sm-1 en T. virens, el producto de algun otro gen
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este actuando como elicitor en A. thaliana. Este caso no sucede en plantas de
maiz, ya que al ser inoculadas con una cepa KO y posteriormente retadas contra
el fitopatdogeno C. graminicola mostraron dafio similar a las plantas sin preinocular
con T. virens (Djonovic et al., 2007). Posiblemente las diferencias radiquen en el
efecto que puedan tener los fitopatdgenos en modular el sistema de defensa de la
planta o debido a vias adicionales activas o inactivas (sintesis de acido abcisico,
auxinas, giberelinas) en una u otra planta que lleven a determinar cambios en el
sistema de defensa de la planta.

Aunque es importante considerar que la respuesta ocasionada por Trichoderma
ssp. en la planta dependeran de la cepa del hongo como el genotipo de la planta

(Tucci et al., 2011).
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MATERIALES Y METODOS

Organismos y condiciones de cultivo

En el presente trabajo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-O0.
Las semillas se sincronizaron durante 2 dias a 4°C. Después esterilizadas
mediante un lavado con una solucion de etanol al 70% por 1 minuto, seguida de
un lavado con agua destilada estéril y posteriormente con una solucion de
hipoclorito de sodio al 10%, por 1 minuto, seguida de 3 lavados con agua destilada
estéril. Las semillas fueron germinadas por 3 dias en cajas de Petri con medio
Murashige y Skoog (MS) (Murashinge y Skoog, 1962) 1X, y posteriormente fueron
crecidas en cajas con medio MS 0.2X durante 9 dias. Para la medicion del
transcrito del gen sm-1 de T. virens, las plantas se crecieron en cajas de Petri con
medio MS 1X sobre un papel celofan por 15 dias. Las cepas fungicas empleadas
fueron Trichoderma virens Gv29-8 (Tv WT) sobreexpresantes (Tv OE2.2 y OE2.1)
y knockout (Tv KO2 y KO6) del gen sm-1 (Salas-Marina et al., en preparacion). Se
utilizé una cepa de B. cinerea, amablemente proporcionada por el Dr. Alfredo
Herrera Estrella (LANGEBIO, CINVESTAV-Irapuato, México). Las cepas fungicas
fueron crecidas en medio Papa Dextrosa Agar (PDA) (Difco, Franklin lakes, NJ) a
28°C. Las cepas de T. virens, se crecieron por 4 dias y B. cinerea por 14 dias. Las
conidias de B. cinerea se colectaron con agua destilada estéril, se filtré6 por una
malla de 10 yuM (Millipore) para eliminar el micelio y se ajustaron a una
concentracion de 5 X 10° esporas ml™ en una suspension suplementada con 1%
de Dextrosa y 1% de K;HPO4 Se ha demostrado que estos suplementos son
necesarios para promover una mayor eficiencia en la germinacion de las conidias

de B. cinerea (Cole et al., 1996). Para la medicién de los niveles del transcrito del

27



gen sm-1, las cepas de T. virens se crecieron por 7 dias en cajas con medio PDA
sobre un papel celofan.

También, se empled a la bacteria Pseudomonas syringae DC3000 (Cupels, 1986)
la cual fue la crecida a 200 rpm durante 24 h a 28°C en medio Kings B (King et al.,
1954). El cultivo bacteriano se ajustoé a una densidad optica OD=1 a 600 nm en

una solucion de 10mM MgCls.

Analisis del transcrito del gen sm-1 en las cepas OE y KO de T. virens

Las cepas WT, OE2.2, OE2.1, KO2 y KO6 de T. virens fueron crecidas en medio
PDA, contenido en cajas de Petri, con un papel celofan cubriendo el medio de
cultivo. El micelio fue colectado a los 7 dias de crecimiento con la ayuda de un
bisturi. Posteriormente, el micelio se moli6 en un mortero con nitrégeno liquido y
se extrajo el RNA total, utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen), de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. Posteriormente, se trataron 2 pg de RNA total
con la enzima TURBO DNase (Life Technologies), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La reaccién de transcripcion reversa se realizd con la transcriptasa
reversa SuperScript Il (Invitrogen). La expresion del gen sm-1, fue evaluada
mediante qRT-PCR. Los primers se diseinaron empleando el software Primer 3
(Applied Biosystems) los cuales se muestran en la tabla S1 en materiales
suplementarios. La reaccién de qRT-PCR se realiz6 empleando el kit Fast Syber
Green Master Mix (Applied Biosystem), con 100 ng de cDNA de cada muestra. La
reaccion se llevd a cabo usando el equipo Abiprism 7500 fast Real-Time PCR
system (Applied Biosystem), empleando las condiciones sugeridas por el

fabricante. El experimento se realiz6 dos veces de manera independiente y cada
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reaccion se realizd por triplicado. EI gen del factor de elongaciéon (tef-1) fue
empleado como gen de referencia para la normalizacion de los genes medidos,

mediante el uso de la formula —AACT.

Analisis de la induccién del gen sm-1 en presencia y ausencia de A. thaliana.
Plantas de A.thaliana de 15 dias de edad, creciendo sobre un papel celofan en
cajas de Petri con medio MS 1X, fueron inoculadas con 4 discos miceliales de la
cepa WT de T. virens sobre la raiz. Después de 48, 72 y 96 horas de co-cultivo se
colectd el micelio con ayuda de un bisturi y las muestras se trataron conforme al
experimento mencionado anteriormente. Como control se incluydé al hongo
creciendo en medio MS 1X, por 48, 72 y 96 h. El gen del factor de elongacion (tef-
1) fue empleado como gen de referencia para la normalizacién de los genes

medidos, mediante el uso de la féormula —AACT.

Experimento de “priming” in vitro

Plantulas de A. thaliana de 10 dias de edad, crecidas en medio MS 0.2X, fueron
inoculadas sobre la raiz con 3 discos miceliales de las distintas cepas de T. virens.
Setenta y dos horas después, 3 hojas de cada planta fueron inoculadas con 2 pl
de las suspensiones de conidias de B. cinerea o bacterianas de Pst DC3000 a las
concentraciones mencionadas en el apartado anterior (+T+B.c/P.s). Como
controles se utilizaron plantas sin inocular con T. virens y sin inocular con los
patdgenos, asi como plantas tratadas sélo con T. virens (+T) o con patégenos
(+Bc/Ps). Se realizaron colectas de la parte aérea a las 0, 24 y 48 h después de la

inoculaciéon de los patdgenos. Las muestras fueron molidas en un mortero con

29



nitrégeno liquido y se extrajo el RNA total utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen),
de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Posteriormente, se trataron 2 pg
de RNA total con la enzima TURBO DNase (Life Technologies), y la reaccién de
transcripcion reversa se realizd con la transcriptasa reversa SuperScript |l
(Invitrogen). El experimento se realizé por duplicado con un total de 24 plantas por
condicion.

La expresion de los genes relacionados a la defensa de A. thaliana, PR-1a
(Pathogenesis related -1) y LOX-2 (lipooxigenase 2), fueron evaluados mediante
gRT-PCR. Los primers se disefiaron empleando el software Primer 3 (Applied
Biosystems) (tabla S2). La reaccién de gRT-PCR se realizé6 empleando el kit Fast
Syber Green Master Mix (Applied Biosystem) con 100 ng de cDNA de cada
muestra. La reaccion se llevd a cabo usando el equipo Abiprism 7500 fast Real-
Time PCR system (Applied Biosystem), empleando las condiciones sugeridas por
el fabricante. El experimento se realiz6 dos veces de manera independiente y
cada reaccion se realizé por triplicado. ElI gen de actina (ACT8) fue empleado
como gen de referencia y la expresion de cada gen fue normalizada mediante el

uso de la formula —AACT.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO
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Fig 1. Proteccién conferida a plantas de A. thaliana por las cepas de T. virens
contra el hongo necrotréfico B. cinerea (A) y la bacteria hemibiotréfica Pst
DC3000 (B). Plantas de Arabidopsis de 4 semanas de edad fueron inoculadas con

las diferentes cepas de T. virens, 2 semanas después de la inoculacion las plantas
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fueron infectadas con B. cinerea o Pst DC3000. El dafio ocasionado en la parte
aérea fue medido 7 dias después de la infeccion. Los datos presentados son los
promedios con su respectiva desviacion estandar determinada de 5 hojas tomadas
de 5 diferentes plantas. Como control se usaron plantas sin inocular con
Trichoderma (A.t). Barras que no comparten una letra son significativamente
diferentes de acuerdo al analisis estadistico ANOVA y método de Tukey con un

intervalo de confianza del 95%.
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Tabla S1. Oligonucleotidos de T. virens empleados para el qRT-PCR.

GEN Secuencia sentido Secuencia antisentido Clave de
acceso
Genebank

sm-1 AATGGCTCCCGCTCTCTGA TGTATTGCAGCTTCCAGCAGG DQ121133

tef-1 CAGGTCGGTGCCGGATAC TCAGAGAACTTGCAGGCAATGT BT000595

Tabla S2. Oligonucleotidos de A. thaliana empleados para el gqRT-PCR.

GEN Secuencia sentido Secuencia antisentido Clave de
acceso
Genebank

LOX-2 TCCTCATTTCCGCTACACCAT CCTCCGTTGACAAGACTTTGG  NM_114383

PR-1a CGTCTCCGCCGTGAACAT CGTGTTCGCAGCGTAGTTGT  NM_127557.2

ACT8  TGTGACAATGGTACCGGTATGG CAGCCCTGGGAGCATCAT NM_103814.3
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