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Resumen
Para afrontar a los patdégenos las plantas han desarrollado mecanismos de

defensa. Las fitohormonas juegan un papel importante en el crecimiento y
desarrollo de la planta, asi como, en la respuesta sistémica inducida por
microorganismos patdgenos y benéficos. En el presente trabajo se identificé un
aislado del hongo Aspergillus ustus capaz de promover el crecimiento y
desarrollo de Solanum tuberosum y Arabidopsis thaliana. En este trabajo se
emplearon lineas de Arabidopsis para medir la expresién de genes reporteros
expresados/reprimidos por auxinas o genes controlados por el ciclo celular
(DR5 y CycB1) que mostraron un incremento en la actividad de GUS cuando se
comparé con plantulas en las que se simulo la inoculacion. Se evalud la
respuesta de mutantes de Arabidopsis en la sefializacion o sintesis de auxinas,
etileno citocininas o &cido abcisico. La inoculacion de Arabidopsis con el hongo
indujo la resistencia sistémica contra el hongo necrotréfico Botrytis cinerea y la
bacteria hemibotrofa Pseudomonas syringae DC3000, probablemente por la
induccion de la expresion, de genes relacionados con el Acido Salicilico, Acido
Jasmonico/Etileno y la sintesis de Camalexina.

Por otro lado se evalud la capacidad de Trichoderma atroviride para colonizar
la raiz de Arabidopsis thaliana y el efecto de este hongo en el crecimiento y
desarrollo de la planta. Ademas, se determiné que T. atroviride produce
compuestos tipo indol en medio de cultivo liquido capaces de estimular el
crecimiento en la planta. También, se determind que la colonizacion de las
raices de Arabidopsis por T. atroviride induce la proteccién contra patdgenos
foliares. Se evalud el perfil en la expresion de un grupo de genes relacionados
con las vias del Acido Salicilico, Acido Jasmonico/Etileno, estrés oxidativo y
camalexina en Arabidopsis y se detrmind que la colonizacién de la raiz de
Arabidopsis por T. atroviride induce la expresion simultanea de genes
relacionados con las vias del SA y JA/ET para conferir resistencia contra
patdogenos hemibiotréficos y necrotroficos. El efecto benéfico inducido por la
inoculacion de la raiz de Arabidopsis con T. atroviride y la induccién del sistema

de defensa de la planta sugiere un dialogo molecular entre estos organismos.
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Abstract

To deal with pathogens, plants have evolved sophisticated mechanisms
including constitutive and induced defense mechanisms. Phytohormones play
important roles in plant growth and development, as well as in the systemic
response induced by beneficial and pathogen microorganisms. In this work, we
identified an Aspergillus ustus isolate that promotes growth and induces
developmental changes in Solanum tuberosum and Arabidopsis thaliana.
Assays performed on Arabidopsis lines to measure reporter gene expression of
auxin-induced/repressed or cell cycle controlled genes (DR5 and CycB1,
respectively) showed enhanced GUS activity, when compared with mock-
inoculated seedlings. We evaluated the response of a collection of hormone
mutants of Arabidopsis defective in auxin, ethylene, cytokinin, or abscisic acid
signaling to the inoculation with this fungus. All mutant lines inoculated with A.
ustus showed increased biomass production, suggesting that these genes are
not required to respond to this fungus. Moreover, we demonstrated that A. ustus
synthesize auxins and gibberellins in liquid cultures. In addition, A. ustus
induced systemic resistance against the necrotrophic fungus Botrytis cinerea
and the hemibiotrophic bacteria Pseudomonas syringae DC3000, probably
through the induction of the expression of salicylic acid, jasmonic acid/ethylene,
and camalexin defense related genes in Arabidopsis.

Trichoderma spp. are common soil fungi used as biocontrol agents due to their
capacity to produce antibiotics, induce systemic resistance in plants and
parasitize phytopathogenic fungi of major agricultural importance. Here it is
shown that T. atroviride promotes growth to Arabidopsis. Moreover, T. atroviride
produced indole compounds in liquid cultures. These results suggest that
indoleacetic acid-related indoles produced by T. atroviride may have a
stimulatory effect on plant growth. In addition, Arabidopsis roots inoculation with
T. atroviride provided systemic protection to the leaves inoculated with bacterial
and fungal pathogens. T. atroviride induced an overlapped expression of
defense-related genes of SA and JA/ET pathways, and of the gene involved in
the synthesis of the antimicrobial phytoalexin, camalexin, both locally and
systemically. The beneficial effects induced by the inoculation of Arabidopsis
roots with T. atroviride and the induction of plant defense system suggests a

molecular dialogue between these organisms.
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Introduccion

En el suelo, las raices de las plantas estan rodeadas por un habitat rico en
nutrientes denominado la rizosfera, la cual provee un nicho a una gran y
diversa comunidad de microorganismos que se alimentan de los exudados de
la raiz (Lugtenberg et al.,, 2001). En esta comunidad de competencia e
interacciones microbianas, un gran namero de microorganismo noCivos Y
benéficos pueden ser encontrados, los cuales pueden causar enfermedades o
mejorar la sanidad y promover el crecimiento de la planta respectivamente.

Los mecanismo por medio de los cuales los microorganismos promueven el
crecimiento de las plantas se puede categorizar como mecanismos directos y
mecanismos indirectos (Glick 1995). Los mecanismos directos incluyen la
produccion de fitohormonas como AlA, GA, y citocininas entre otras. Ademas
de la solubilizacién de nutrientes como fésforo (Glick, 1995; Idriss et al., 2002).
Los microorganismos también promueven el crecimiento por la supresion de
patdogenos de las plantas y microorganismos deletéreos de la rizosfera
liberando a las plantas del dafio que pudieran causar estos microorganismos
(Kloepper,1992; Schippers et al., 1987). Estos mecanismos indirectos como la
supresion de microorganismos nocivos y la activacion de la resistencia
sistémica inducida son normalmente reconocidos por jugar un papel en el
control biolégico (Kloepper, 1992; Dobbelaere et al., 2003).

Los microorganismos promotores de crecimiento se dividen en dos grandes
grupos; el primero incluye a rizobacterias promotoras del crecimiento de las
plantas (PGPR de sus siglas en inglés). Las PGPR son bacterias asociadas a
la rizosfera, que estimulan el crecimiento vegetal (Durrant y Dong, 2004; Van
Poecke y Dicke, 2002; Von Dahl y Baldwin, 2007). El segundo grupo incluye a
hongos promotores del crecimiento de las plantas (PGPF de sus siglas en
inglés, Plant Growth Promoting Fungus), Estos hongos de la rizosfera son
capaces de promover el crecimiento vegetal debido a la solubilizacion de
elementos esenciales para el desarrollo de las plantas como el nitrdgeno y
fésforo, a la produccion de fitohormonas, como el acido idol-3-indol-acético
(AIA) citocininas (CK) y giberelinas (GA) (Zou y Tan, 1999; Hamayun, 2010;
Yadav et al., 2011; Salas-Marina et al., 2011).



La capacidad de los microorganismos para sintetizar fitohormonas es
ampliamente conocida (Costacurta y Vanderleyden 1995; Tsavkelova et al.,
2006). Bacterias hongos, algas producen auxinas, citocininas o giberelinas
(Tsavkelova et al., 2006). Por otro lado los microoganismos también sintetizan
otras fitohormonas y compuestos tipo hormonas incluyendo &cido abscicio,
brasinoesteroides, oligosacaridos, acido jasmonico, acido salicilico y etileno
(Tsavkelova et al., 2006).

Control biolégico de fitopatogenos

El control de los microorganismos que generan enfermedades a las plantas
tradicionalmente se ha realizado con productos quimicos. La aplicacion de
estos compuestos ha generado efectos nocivos al entorno, al consumidor, no
son redituables a largo plazo, dejan residuos en las hojas y frutos, y generan
resistencia de los fitopatogenos (Naseby et al., 2000; Gerhardson, 2002). Una
alternativa al control quimico de fitopatdgenos, se refiere al control bioldgico.
Entendiendo el control biolégico como cualquier condicion 6 practica por medio
de la cual la sobrevivencia o actividad de un patégeno se reduce a traves de la
mediacion de cualquier otro organismo, excepto el hombre, con disminucion de
la incidencia de la enfermedad (Garret 1965). Esta alternativa de control
permite utilizar Gnicamente los agentes de control biol6gico o como parte de un
esquema que contemple cantidades minimas de productos quimicos,
minimizando asi, el impacto en el medio ambiente (Chet e Inbar, 1994; Harman
y Kubicek, 1998). Entre los principales organismo utilizados para el control
biolégico, de fitopatogenos se encuentran cepas bacterianas pertenecientes a
los géneros de Agrobacterium, Pseudomonas, Streptomyces y Bacillus, asi
como hongos de los géneros Ampelomyces, Candida, Coniothyrium,
Gliocladium y Trichoderma (Vinale et al., 2008).

Se ha reportado que hongos del género Trichoderma son capaces de degradar
hidrocarburos, clorofenoles, polisacaridos y plaguicidas empleados en la
agricultura (Harman y Kubicek, 1998; Harman et al., 2004a). Estos hongos
ademas presentan cierto grado de resistencia a fungicidas quimicos como
Thiram y oxicloruro, lo que permite que sean empleados como parte de un
programa de manejo que contemple ambas opciones (Vinale et al., 2004;
Roberti et al., 2006).



Trichoderma como agente de control biolégico

Desde hace casi 70 afios, los hongos del genero Trichoderma han sido los mas
estudiados y utilizados como biorremediadores, biofertilizantes o biofungicidas
(Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004a; Lorito et al., 2004). Trichoderma
protege a las plantas contra el ataque de otros hongos por la accion de
diferentes mecanismos incluyentes entre si: micoparasitismo, antibiosis,
competencia, promocion del crecimiento y/o induccidon de resistencia a
patdgenos en la planta hospedante (Kubicek et al., 2001; Howell, 2003; Benitez
et al., 2004; Harman et al., 2004a)

Durante el micoparasitismo Trichoderma realiza una serie de procesos que
incluyen; reconocimiento del hospedante, ataque y subsecuente penetracion y
finalmente la muerte. Durante este proceso Trichoderma secreta enzimas
(CWDEs de sus siglas en inglés, cell wall degrading enzymes) que hidrolizan la
pared celular del hongo patdgeno, posteriormente hay una liberacion de
oligomeros por la pared celular del patégeno (Kubicek et al., 2001; Woo et al.,
2006). Se cree que Trichoderma secreta enzimas hidroliticas de manera
constitutiva y detecta la presencia del otros hongos mediante la deteccion de
las moléculas liberadas por la degradacion enzimatica del hospedante (Lorito et
al., 2006; Woo vy Lorito, 2007). Una vez localizado el hongo patégeno y que
ambos entran en contacto, Trichoderma se enrolla alrededor del hongo
patogeno, formando estructuras tipo apresorio con las que posteriormente lo
penetra (Chet e Inbar, 1997; Benitez et al., 2004).

La antibiosis se define como el fendbmeno mediante el cual un hongo
antagonista inhibe o destruye a un organismo a través de la produccién
metabdlica de moléculas toxicas, volatiles y de enzimas hidroliticas (Baker y
Griffin, 1995), las cuales son capaces de dafiar polimeros estructurales como
quitina y R-1-3 glucanos de la pared celular de la mayoria de los hongos
fitopatogenos produciendo un efecto adverso sobre su desarrollo y
diferenciacion (Goldman et al., 1994).

En este sentido se sabe que algunas cepas de Trichoderma liberan metabolitos
secundarios con esta propiedad, que pueden ser solubles o volétiles. De
acuerdo a la ruta biosintetica estos metabolitos se dividen en: derivados del
acido tricarboxilico, acidos grasos, compuestos heterociclicos de oxigeno,

policétidos, terpenos y derivados de aminoacidos y pironas (Sivasithamparan y

3



Ghisalberti, 1998). La produccion de antibioticos depende de cada aislado y de
las condiciones ambientales, que determinan que compuestos se sintetizaran y
en qué cantidad.

La competencia por espacio y por nutrimentos es importante en el control
biologico y se presenta cuando dos 0 mas microorganismos requieren de un
mismo recurso, mas del que esta disponible de manera inmediata. Estos
requerimientos pueden ser nutrientes, oxigeno, espacio fisico, luz, etcétera
(Paulitz, 1990). Por otra parte, la capacidad para colonizar la rizosfera es
fundamental en este proceso, ya que, un agente de control biolégico que no
sea capaz de crecer en la rizosfera no podr4 competir por espacio y los
nutrientes de ese ecosistema (Howell, 2003).

Recientemente se ha reportado que Trichoderma estimula la promocién del
crecimiento de la plantas de forma indirecta, debido a que produce &cidos
organicos como el acido glucénico, acido citrico, acido fumarico, los cuales son
capaces de disminuir el pH del suelo y con esto permitir la solubilizacién de
fosforo, micronutrientes y cationes minerales como el hierro, magnesio y
manganeso, utilizados en el metabolismo vegetal (Benitez et al., 2004; Harman
et al., 2004a). También se ha reportado algunas cepas de Trichoderma
promueven el crecimiento de manera directa al secretar fitohormonas como el
acido acido 3-indolacetico (AlA), trans-zeatina ribosido (t-ZR), dihidrozeatina
ribosido (DHZR) acido giberelico (GA3) y acido abcisico (ABA), etileno, las
cuales son empleadas en el crecimiento y desarrollo vegetal, o bien, porque
modifican los niveles hormonales de las plantas (Naseby et al., 2000;
Contreras-Cornejo et al., 2009; Martinez-Medina et al., 2010; Salas-Marina et
al., 2011; Sofo et al., 2011).

Ademas, de los mecanismos descritos para el biocontrol de fitopatdgenos
utilizados por Trichoderma, se ha descrito que algunas cepas de este género
son capaces de inducir la resistencia sistémica en plantas contra diversos
fitopatdgenos como hongos, bacterias, oomicetos, e incluso virus (Lorito et al.,
1998; Harman et al.,, 2004a, Salas-Marina et al., 2011). El contacto con
microorganismos patégenos o no patdgenos desencadenan en las plantas
mecanismos de defensa, de los cuales se reconocen la Resistencia Sistémica
Adquirida (RSA) y la Resistencia Sistémica Inducida (RSI)



Resistencia basal en plantas y respuesta hipersensible.

A pesar de que las plantas estan expuestas a un sin numero de plagas y
patdégenos, solo una pequefia parte de estos ataques derivan en enfermedad.
Esto se debe a que durante el transcurso de la evolucion, las plantas han
desarrollado mecanismos para defenderse de la invasion de plagas y
patogenos (Dangl y Jones 2001). Las plantas poseen mecanismos de defensa
gue proveen de resistencia pasiva contra la penetracion de insectos o
patdgenos, incluyendo barreras fisicas, la apertura o cierre estomatico, la
consistencia y forma de la cuticula, la presencia de tricomas, la deposicion de
callosa y formacién de papillas (Nishimura et al., 2003). Las plantas también
son capaces de reconocer especificamente a las plagas o patdégenos por medio
de los productos de los genes de resistencia (R). Adicionalmente, las plantas
se defienden al producir inhibidores de proteasas y enzimas liticas como
quitinasas y glucanasas (proteinas relacionadas con patogénesis o PR de sus
siglas en inglés), compuestos con actividad antimicrobiana como las
fitoalexinas (Pefa-Cortes y Wilmitzer, 1995) y por la formacién de
autofagosomas en células adyacentes a las células infectadas (Liu et al., 2005).
Las bases genéticas de la resistencia a patdgenos fueron dilucidadas por
primera vez por Flor (1955). Estudiando la roya de lino Melampsora lini
demostré que la resistencia a este hongo se debia a la presencia simultanea de
un gen R en el hospedante y un gen correspondiente de avirulencia (Avr) en el
hongo. La ausencia del gen R o del gen Avr resultaba en enfermedad. Esta
observacién condujo a la teoria del gen por gen entre hospedante y patégeno
(Keen, 1990). EI reconocimiento especifico del producto del gen Awvr
desencadena una cascada de sefializacion que activa la defensa de la planta.
La respuesta hipersensible (HR) se caracteriza por una muerte rapida del tejido
en el sitio de infeccién formando una barrera fisica de células muertas para
limitar la multiplicacion y diseminacion del patégeno, aislandolo del resto de la
planta. Puede ser activada por microorganismos patdégenos, insectos
herbivoros, pero también por microorganismos benéficos como hongos,
micorrizas y rizobacterias promotores del crecimiento (Kessler y Baldwinn,
2002; Dicke y Hilker, 2003).



Resistencia sistémica en plantas

La respuesta de defensa de las plantas a los patdgenos esta coordinada tanto
espacial como temporalmente para lograr la contencién rapida del patégeno,
por lo que, puede ser local (HR) (Van Loon, 1998) o en sitios lejanos a la
infeccién inicial, conocida como Respuesta Sistémica (RS) (Kunkel y Brooks,
2002).

La induccion de la RS a patdgenos en las plantas por Trichoderma spp. se ha
estudiado menos que la resistencia inducida por rizobacterias, debido a que la
comunidad cientifica que trabaja con Trichoderma se ha enfocado al estudio de
factores asociados con los efectos sobre otros hongos particularmente al
micoparasitismo y la antibiosis. El primer trabajo donde claramente se
demuestra la induccion de resistencia por Trichoderma es el de Bigirimana et
al.. (1997). Estos autores demostraron que tratando el suelo con Trichoderma
harzianum T-39, las hojas de frijol resistian mejor al ataque por los patdgenos
foliares Botrytis cinerea y Colletotrichum lindemuthianum. T. harzianum cepa T-
22 es capaz de inducir la resistencia sistémica contra patdégenos de maiz
(Harman et al., 2004b). También en pruebas de campo Trichoderma harzianum
T-22, aplicado a la raiz, disminuye considerablemente el dafio causado por
Alternaria solani en el follaje de tomate (Seaman, 2003). En otro trabajo se
reportd que T. asperellum cepa T-203 estimula la resistencia sistémica en
plantas de pepino contra Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Yedidia et al.,
2003).

Resistencia Sistémica Adquirida (RSA)

El termino de Resistencia Sistémica Adquirida (RSA) fue acufiado por primera
vez por Ross, quien describié la resistencia inducida en hojas superiores de
una planta de tabaco, que desarroll6 lesiones necréticas de las hojas inferiores
inoculadas con el virus del mosaico del tabaco (TMV) (Ross, 1966). La
respuesta sistémica es una respuesta de defensa activa, sistémica de amplio
espectro, efectiva contra hongos, bacterias, nematodos, plantas parasitas e
insectos herbivoros (Van Loon et al., 1998; Kessler y Baldwin, 2002; Estrada-
Hernandez et al., 2009).

La RSA normalmente se desencadena por una infeccion local que le

proporciona proteccion a la planta ante el ataque posterior de patégenos, se
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relaciona con un incremento en la produccion de la fitohormona Acido Salicilico
(AS) y la activacion coordinada de un grupo de genes relacionados a
patogenicidad (PR), muchas de los cuales codifican para proteinas PR con
actividad antimicrobiana (Durrant y Dong, 2004; Van Loon et al., 2006).
Mutantes en genes relacionados con la via de sintesis o percepcion del SA,
han demostrado un papel relevante de esta hormona en la RSA (Loake y
Grant, 2007; Vlot et al., 2008). La proteina regulatoria NPR1 (Nonexpressor of
PR genesl) es una molécula transductora muy importante de la sefal del SA,
el cual después de la activacion por SA actida como un coactivador

transcripcional de la expresion de los genes PR (Dong, 2001).

Resistencia Sistémica Inducida (RSI)

Ademas de los patdgenos, existen microorganismos no patdégenos que pueden
elevar los niveles de resistencia a las enfermedades en las plantas. La RSI con
frecuencia se desencadena en respuesta a la colonizacion de las raices por
bacterias promotoras del crecimiento (PGPR), las cuales actian como
endosimbiontes. Esta simbiosis es muy comun entre leguminosas y algunos
géneros de Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, vy
Sinorhizobium (Graham y Vance 2000). La RSI también puede ser
desencadenada por hongos promotores del crecimiento de plantas (PGPF)
(Hossain et al., 2007). Entre los PGPF reportados como inductores de la RSI
tenemos a los hongos micorrizicos (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007) y cepas no
patogénicas de Fusarium oxysporum (Duijff et al., 1998; Paparu et al., 2007),
Trichoderma spp. (Vinale et al., 2008) entre otros. Aunque la RSA y la RSI son
fenotipicamente similares y son efectivas contra un gran nimero de patégenos,
su espectro de efectividad es parcialmente divergente, es decir, no responden
de igual manera a una diversidad de patégenos. Ademas, son reguladas por
vias de sefializacion diferentes. Por ejemplo, la RSI no involucra proteinas PR,
ni un incremento en los niveles de SA, caracteristicas tipicas de la RSA
(Hoffland et al., 1995). Plantas transformantes NahG, que expresan al gen
bacteriano nahg que codifica para una salicilato hidroxilasa y por lo tanto, son
incapaces de acumular SA, muestran niveles de induccion de la resistencia
contra la PGPR Pseudomonas fluorescens a los mismos niveles que la cepa

silvestre (Pieterse et al., 1998). Se ha determinado que esta respuesta es
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mediada por las fitohormonas Acido Jasménico (JA) y Etileno (ET) (Van Loon
et al., 1998). El JA, es un derivado del metil jasmonato (MeJA) y se considera
una molécula de sefalizacion importante durante el inicio y/o mantenimiento
del proceso de defensa en las plantas (Clarke et al., 2001; Van der Fits et al.,
2000). El JA induce la transcripcion de genes involucrados en al induccion de la
resistencia por ejemplo genes que codifican para enzimas como la lipoxigensa
2 (LOX2), aleno oxidasa sintasa (AOS), aleno oxidasa ciclasa (AOC), 12-oxo-
fitodienoato reductasa (OPR3), acido jasmonico carboxil transferasa (JMT)
(Heitz et al., 1997; Laudert and Weiler 1998; Mussig et al., 2000; Seo et al.,
2001; Stenzel et al., 2003). La AOC se considera una enzima esencial en la
biosintesis de JA y funciona desencadenado el primer ciclico biol6gicamente
activo del acido 12-oxo-fitodienoico (Schaller et al., 2008). Mutantes en la vias
de sefalizacion del JA (jarl, jinl, eds8 y coil) (Pieterse et al., 1998; Ton et al.,
2002) y el ET tales como etrl (ethylene response 1y ein (ethylene insensitive)
(Knoester et al., 1999; Pierterse et al., 1998) estan completamente bloqueadas
en la RSI. La RSI es promovida por PGPR como P. fluorescens, entre otras.
Con respecto a los PGPF también se ha demostrado que son capaces de
inducir la RSI, entre ellos, Penicillium spp. GP16-2, Trichoderma harzianum
T39 y P. indica, cuya respuesta en plantas mutantes en JA o ET también

resultd bloqueada (Hossain et al., 2007; Korolev et al., 2008).

PGPR, PGPF y la resistencia sistémica en plantas.

Ademas de los trabajos con Trichoderma existen trabajos con otro tipo de
microorganismos. Por ejemplo P. aeruginosa 7NKS2, una PGPR, aislada de
raices de cebada es efectiva para controlar Pythium splendens en tomate
(Buysens et al., 1996) y de B. cinerea en frijol y tomate (De Meyer and Hodbfte,
1997; Audenaert et al., 2002). Ademas es capaz de activar la RSI contra el
virus del mosaico del tabaco (De Meyer et al., 1999). Por otro lado algunos
PGPF son capaces de colonizar la rizosfera, ademas de ser potencialmente
agentes de biocontrol. Heteroconium chaetospira es un hongo endoéfito capaz
de inhibir el crecimiento de Verticillium yellows en repollo (Narisawa et al.,
2000; Narisawa et al., 2005). También, reduce la incidencia de la mancha foliar
bacteriana y el dafio causado por Alternaria mediante la induccion de la

resistencia sistémica en col china (Morita et al., 2003). Algunos aislados de
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Alternaria spp. secretan un alcaloide llamado Altersetina, el cual muestra
actividad bactericida contra bacterias patbgenas gram positivas (Hellwig et al.,
2002). Filtrados (CF) de algunas especies de A. niger, A. nidulans presentan
actividad insecticida contra estadios juveniles del nematodo del tomate
Meloydogyne javanica (Siddiqui et al., 2001; 2004; 2009). A. giganteus produce
una proteina de bajo peso molecular (51 aminoéacidos) con propiedades
antifungicas, denominada proteina antifungica (AFP, de sus siglas en inglés)
(Nakaya et al., 1990; Olson and Goerner, 1965). Esta proteina es capaz de
inhibir el crecimiento y la germinacion de conidias de B. cinérea en geranios
(Moreno et al.,, 2003). Ademas es efectiva contra Fusarium moniliforme, el
anamorfo de Magnaporthe grisea (Pyricularia grisea) y Phytophthora infestans
(Vila et al., 2001).

La RSl y RSA activadas por Trichoderma

Trichoderma spp. se han descrito como hongos promotores del crecimiento
(PGPF), ya que, son capaces de colonizar las raices de las plantas e inducir
resistencia local y sistémica contra hongos y bacterias patégenas (De Meyer et
al., 1998; Donzelli, y Harman, 2000; Salas—Marina et al., 2011). Durante la
interaccion Trichoderma-planta se producen diferentes moléculas secretadas
por del hongo denominados “elicitores”, que disparan la resistencia sistémica
de las plantas a los patégenos (Harman et al., 2004a; Woo et al., 2004; Woo y
Lorito, 2007).

Para Trichoderma spp. se han descrito como inductores de la RSI proteinas
con actividad enzimatica como las xilanasas (Lotan y Fluhr, 1990); genes avr,
similares a los que tienen los patdgenos avirulentos, o del tipo de
transportadores ABC relacionados con la resistencia de Trichoderma a
moléculas toxicas que secretan los plantas o los hongos fitopatogenos (Harman
et al., 2004b; Woo et al., 2006); compuestos de bajo peso molecular liberados
por el hongo o por productos de las paredes celulares de la planta, generados
por la actividad enzimética de Trichoderma (Harman et al., 2004b; Woo et al.,
2004; Woo and Lorito, 2007). En la actualidad las investigaciones se estan
centrando en determinar la funcion de enzimas que degradan la pared celular
de las plantas a pesar que la redundancia de este tipo de genes en el genoma

de Trichoderma dificulta esta tarea (Woo et al., 2006). Algunas de estas

9



moléculas parecen ser enzimas del tipo xilanasas cuya accion debe inducir la
biosintesis de fitoalexinas y peroxidasas por parte de la planta (Harman et al.,
2004b). Celulasas activas o inactivadas por calor son capaces de estimular la
ruta del AS o del JA/ET, respectivamente (Martinez et al., 2001), asi las
enzimas secretadas por Trichoderma son usadas como una herramienta para
inducir un respuesta RSI en la planta. Se sabe que Trichoderma afecta los
mecanismos involucrados en la induccion de la RSI mediante un andlisis en
gue utilizaron inhibidores especificos, indican que el JA y el ET estan
involucrados en la proteccion conferido por Trichoderma spp. contra el
patdégeno foliar Pseudomonas syringae pv. lachrymans. Se encontré que T.
asperellum (T203) modula la expresion de genes (Lox1, Pall, ETR1, y CTR1)
involucrados en la ruta de sefalizacion del jasmonato/etileno en plantas de
pepino (Shoresh et al., 2005).

También se ha descrito que Trichoderma secreta metabolitos antifungicos
llamados peptaiboles (tricorzianina y harzianina) (Bodo et al., 1985; Rebuffat et
al., 1996; Augeven-Bour et al., 1997; Rebuffat et al., 1996). Estos compuestos
actuan como activadores de los mecanismos de defensa de la planta contra
patégenos ademas de poseer actividad antimicrobiana (Szekeres et al., 2005;
Dejanovic et al., 2006). Hypocrea atroviridis produce un elicitor denominado
Epll (eliciting plant response-like) (Seidl et al., 2006). Por su parte Djonovic et
al. (2006) identificaron y caracterizaron al ortdlogo de Epll en T. virens, a la
cual llamaron proteina Sm-1 (small protein-1). La proteina SM-1 es similar a
proteinas de la familia de las cerato-plataninas, es producida y secretada por T.
virens en etapas tempranas de la interaccion con plantas de algodon,
sugiriendo que tiene un papel preponderante en la sefializacion (Djonovic et al.,
2006). La proteina SM-1 purificada no present6 actividad enziméatica, pero si
indujo la resistencia sistémica contra Collechotrichum en plantas de algodon.
La proteccion inducida por SM-1 se asocio con la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS de sus siglas en inglés), compuestos fendlicos,
sesquiterpenos, fitoalexinas y con un aumento en los niveles de transcritos de
genes PR asociados a la defensa. Plantas de maiz preinoculadas con cepas
mutantes o sobreexpresantes del gen sm-1 presentan mayor dafio o indujeron
una mayor resistencia sistémica en las plantas inoculadas con el hongo

Colletotrichum graminicola comparadas con plantas preinoculadas con la cepa
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silvestre de T. virens (Djonovic et al., 2007). Datos de nuestro grupo de trabajo
mostraron que plantulas inoculadas con cepas de T. atroviride y T. virens que
sobreexpresan al gen Sm-1 y que posteriormente fueron retadas con Botrytis
cinerea, Alternaria solani y Pseudomonas aeruginosa, el nivel de dafo fue
menor comparado con los controles sin Trichoderma, los cuales fueron
inoculados con cepas silvestres y con la mutantes nulas en este gen. También
se ha visto que con estas cepas de Trichoderma hay una expresion diferencial
de genes involucrados en la sintesis de proteinas (PR) y de especies reactivas
de Oxigeno (Salas-Marina et al.,, en preparacion; Silva-Flores et al.,, en

preparacion).

En el presente trabajo se evalud, en experimentos diferentes, el efecto de
Trichoderma atroviride y el efecto de Aspergillus ustus en la promocion del
crecimiento en A. thaliana. Asi mismo se evalud la capacidad de T. atroviride y
A. ustus para producir en medio liquido compuestos tipo hormonas que
beneficien a Arabidopsis thaliana. Durante la interaccion de Trichoderma-
Arabidopsis se investigd el proceso de colonizacion de las raices A. thaliana
mediante una cepa transformante de T. atroviride que expresa la proteina
verde fluorescente (GFP de sus siglas en inglés). Ademas, se evalud el efecto
de T. atroviride y de A. ustus en la proteccion de A. thaliana contra la bacteria
hemibiotréfica P. syringae DC3000 (Pst DC3000) y contra el hongo necrotroéfico
Botrytis cinerea ambos considerados agentes fitopatogenos, asi como en
efecto en la expresién de algunos genes relacionados con los mecanismos de

defensa de las planta.
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Capitulo |

Resumen

The plant growth-promoting fungus Aspergillus ustus promotes growth
and induces resistance against different lifestyle pathogens in
Arabidopsis thaliana

Para afrontar a los patégenos las plantas han desarrollado complejos
mecanismos de defensa. Las fitohormonas juegan un papel importante en el
crecimiento y desarrollo de la planta, asi como, en la respuesta sistémica
inducida por microorganismos patdgenos y benéficos. En el presente trabajo se
identifico un aislado del hongo Aspergillus ustus, que promueve el crecimiento
y desarrollo de Solanum tuberosum y Arabidopsis thaliana. La inoculacion de A.
ustus en raices de A. thaliana y S. tuberosum indujo un incremento en la
cantidad de raices laterales y pelos radiculares. Los ensayos que se llevaron a
cabo sobre lineas de Arabidopsis para medir la expresion de genes reporteros
expresados/reprimidos por auxinas o genes controlados por el ciclo celular
(DR5 y CycB1) mostraron un incremento en la actividad de GUS cuando se
comparo con plantulas en las que se simulo la inoculacion. Para determinar la
contribucién de las fitohormonas en la via de sefializacion debido a la
inoculacion de A. ustus, se evalud la respuesta de mutantes de Arabidopsis en
la sefializacion o sintesis de auxinas, etileno citocininas o acido abcisico. Todas
las lineas mutantes inoculadas con A ustus mostraron un incremento en la
produccion de biomasa, sugiriendo que estos genes no son necesarios para
responder al estimulo este hongo o de sus metabolitos. Por otra parte, se
demostré que A. ustus sintetiza auxinas y giberelinas en medio liquido.
Ademas, A. ustus induce la resistencia sistémica contra el hongo necrotréfico
Botrytis cinerea y la bacteria hemibotrofa Pseudomonas syringae DC3000,
probablemente a través de la induccion de la expresion, de genes relacionados
con el Acido Salicilico, Acido Jasmonico/Etileno y la sintesis de Camalexina en

Arabiopsis.
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Discusion capitulo |

Las rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR de sus siglas en inglés) se
han estudiado ampliamente por su capacidad para inducir la produccion de
biomasa e inducir la resistencia sistémica en las plantas (RSI) (Lucero et al.,
2008; Pieterse et al., 2009). Mientras que los hongos promotores del

crecimiento (PGPF de sus siglas en inglés) han sido menos estudiados.

El hongo Aspergillus ustus es un hongo endéfito, ya que, se ha aislado de
pastos Bouteloua eriopoda y del arbusto Atriplex canescens. Barrow y Osuna
(2002) describen que este hongo ayuda a A. canescens en la absorcion de
fésforo. En un cultivo axenico de papa se aisl6 e identifico por secuenciacion de
ITS un hongo denominado A ustus que es capaz de promover el crecimiento de
plantas de papa. Para entender mejor el efecto de A ustus en la promocion del
crecimiento se inocularon plantas de Arabidopsis con este hongo obteniendo
resultados similares a lo que reporta Barrow y Osuna en A. canescens (Pursh)
Nutt, aumento en las raices y en la biomasa. Los resultados del presente
trabajo demostr6 que no es necesario que A ustus colonice la raiz de
Arabidopsis para inducir la promocién del crecimiento. La inoculacion de
Arabidopsis con A. ustus afecta el sistema radicular al inhibir el crecimiento de
la raiz principal e incrementa el niumero de raices laterales, el crecimiento de
raices laterales y la longitud de los pelos radiculares. Este efecto provocado por
A. ustus en Arabidopsis sugiere la accion de fitohormonas. En este sentido se
ha reportado que muchos microorganismos producen y secretan fitohormonas
al medio (Costacurta y Vanderleyden. 1995).

Por lo anterior A. ustus se podria clasificar como un hongo endoéfito de algunos
pastos y arbustos y como un PGPF en plantas de papay A. thaliana.

Se sabe que las fitohormonas tienen un papel fundamental en el ciclo celular
de las plantas principalmente a nivel transcripcional (Stals e Inzé. 2001). Las
Citocininas son fitohormonas que principalmente se producen en las raices y
en los primordios, juegan una importante funcion en la regulacion del ciclo
celular, crecimiento y desarrollo de las plantas. Para investigar a nivel
transcripcional el efecto causado al inocular a A. ustus en plantas de

Arabidopsis, se utilizé6 una linea de A. thaliana CycB1;1::GUS que indica la
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actividad en el ciclo celular en la fase G2/M mediante el reportero GUS.
(Ferreira et al., 1994). Al inocular esta linea de A. thaliana con el hongo A.
ustus, se observo un incremento en la actividad de CycB1 en las puntas de las
raices y en los meristemos radiculares, similar a la producida por la aplicacién
de auxinas exogenas (Himanen, et al., 2002). Adicionalmente, se encontroé que
al inocular, A. ustus, en cepas mutantes de Arabidopsis en los receptores de
citocininas (ahk2.2 y ahk3.3), estas fueron capaces de recuperar el fenotipo
silvestre. Basados en estos resultados se puede concluir que A. ustus
promueve la division celular en Arabidopsis y que las proteinas codificadas por
los genes ahk2-2 y ahk3-3 no son necesarias para responder a las moléculas
secretas por A. ustus.

Los resultados obtenidos en este trabajo, con la lineas transgénica de A.
thaliana DR5::GUS, muestran una ligera induccion de la expresion de
DR5::GUS, en las raices primarias, lo que sugiere que A. ustus produce
moléculas tipo auxina. De hecho se observo un ligero incremento en la
expresion de DR5::GUS en los primordios de las raices laterales, lo que
sugiere que este efecto se debe a la accién de una auxina enddégena. Hongos
como Fusarium, Rhyzoctonia, Penicillum y Trichoderma son capaces de
producir AIA (Bent, 2006; Contreras-Cornejo et al., 2009). Sin embargo, la
produccion de AIA no se ha reportado para hongos del género Aspergillus. En
este trabajo se demostré6 que A. ustus produce AIA y que este compuesto
puede ser empleado para promover el crecimiento en plantas de papa y de
Arabidopsis.

Las GAs constituyen el mayor grupo de fitohormonas producidas por las
plantas y por los microorganismos (Tsavkelova et al., 2006). Estas moléculas
ocasionan el crecimiento del tallo y las hojas debido a que estimulan la divisién
y el alargamiento celular (Tsavkelova et al., 2006). También se sabe que las
GA, auxinas y el etileno interactian para promover en crecimiento de plantulas
por el efecto de la luz (Shani et al., 2006). Las GAs, CK y las auxinas estan
involucradas en el desarrollo del meristemo apical de la raiz y del meristemo
del brote (Tsavkelova et al., 2006). En el presente trabajo se encontré que A.
ustus produce moléculas tipo Indoles y GAs en medio liquido, lo que podria
explicar el por qué el grupo de mutantes de Arabidopsis inoculadas con este

hongo recuperan el fenotipo. Probablemente el efecto observado en las
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mutantes del etileno etrl-3, eirl-1, del acido abcisico abi 4-1 y las mutantes
resistentes a auxinas Aux1-7, Axr4-1, se deba a la accién de GAs y AlIA
actuando juntos o por separado. La diferencia en la respuesta de las mutantes
puede deberse al fondo genético y a la posible combinacion entre las hormonas
para regular el crecimiento y desarrollo en presencia del hongo. Para entender
mejor el efecto de A. ustus en el crecimiento de la planta, se debe investigar si
produce CK y/o Etileno.

Los PGPF pueden utilizar mas de un mecanismo para el control de patégenos
de plantas incluida la competencia, la antibiosis, la depredacion, el
micoparasitismo y activacion de la resistencia sistémica inducida (Harman et
al., 2004a; Hossain et al., 2007). Durante la interaccién planta-microorganismo
las fitohormonas juegan un papel importante tanto en el crecimiento, como en
la defensa de la planta, estas hormonas pueden ser sintetizadas por las plantas
0 por microorganismos asociados a ellas. El papel del AS, JA y el ET en la
defensa de la planta ha sido ampliamente establecido (Dong, 2001; Kazan y
Manners, 2009; Pieterse et al., 2009). Las plantas activan el sistema de
defensa dependiendo del estilo de vida del patdégeno, es decir si el patbgeno es
biotréfico o hemibitréfico se induce por medio del AS, mientras que si es
necrotrofico se activa por medio de la via JA/ET. Por otro lado, se ha
demostrado que un cross-talk entre estas vias optimizan la respuesta contra un
solo patégeno (Spoel et al., 2003; 2007).

En el presente trabajo se demostré que plantas de Arabidopsis inoculadas con
A. ustus fueron mas resistentes al hongo necrotréfico B. cinerea y a la bacteria
hemibitrofica P. syringae tomato (Pst DC3000). Siendo mas relevante la
proteccion conferida contra éste ultimo. También se demostré que el PGPF A.
ustus induce la expresion simultdnea de genes relacionados a la AS y JA/ET,
vias de estrés oxidativo y de genes involucrados en la sintesis de camalexina,
Aun cuando muchos reportes describen un antagonismo entre AS y la
sefalizacion dependiente de JA/ET también se han descrito interacciones
sinérgicas entre ellas (Pieterse et al., 2009; Spoel et al.,, 2003). Estos
resultados podrian explicar el incremento en la resistencia sistémica inducida
contra Pst DC300 y B cinerea. Por consiguiente A. ustus podria producir y
secretar al medio este tipo de moléculas que activan la resistencia sistémica en

Arabidopsis contra fitopatogenos.
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En conclusion, A ustus es capaz de promover el crecimiento de
Arabidopsis y de restituir el fenotipo de un grupo de mutantes afectadas en
diferentes vias de respuesta a hormonas. Por lo tanto, los productos de los
genes silvestres no se requieren para responder a las moléculas secretadas
por A. ustus. Ademas, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que A.
ustus produce en medio de cultivo liquido compuestos tipo indol y giberelinas
gue pueden tener un efecto positivo en Arabidopsis. A. ustus induce la
expresion de genes relacionados con JA/ET, AS y la sintesis de camalexina
aun sin colonizar la las raices de Arabidopsis. Lo anterior permite plantear la
hipotesis de que el sobrelapamiento en la expresién de genes relacionados con
SA, JAJET, y la sintesis de camalexina son los responsables de la resistencia

sistémica contra fitopatogenos hemibiotroficos y necrotroficos en Arabidopsis.
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Capitulo 1l

Resumen

Colonization of Arabidopsis roots by Trichoderma atroviride promotes
growth and enhances systemic disease resistance through jasmonic
acid/ethylene and salicylic acid pathways.

Trichoderma spp. es un hongo del suelo empleado como agente de control
biolégico de enfermedades de plantas, por su capacidad de producir
antibidticos, de micoparasitar y de inducir el sistema de defensa de las plantas.
En el presente trabajo se estudio la capacidad de Trichoderma atroviride para
colonizar la raiz de Arabidopsis thaliana y el efecto del hongo en el crecimiento
y desarrollo de la planta. Ademas, se determind que T. atroviride produce
compuestos tipo indol en medio de cultivo liquido. Estos resultados sugieren
gue los compuestos tipo indol producidos por T. atroviride estimulan en el
crecimiento en la planta. También, se evaluo si la colonizacion de las raices de
Arabidopsis por T. atroviride puede inducir la proteccién contra patdégenos
foliares. Para determinar la via de sefializacion involucrada en la Resistencia
Sistémica Inducida por T. atroviride, se evalué el perfil en la expresion de un un
grupo de genes relacionados con las vias del Acido Salicilico, Acido
Jasmonico/Etileno, estrés oxidativo y camalexina en Arabidopsis. Trichoderma
indujo la expresion sobrelapada de genes de la via del SA 'y JA/ET, y de genes
involucrados en la sintesis de camalexina y de estrés oxidativo a nivel local y
sistémico. Este es el primer reporte donde la colonizacion de la raiz de
Arabidopsis por T. atroviride induce la expresibn simultanea de genes
relacionados con las vias del SA y JA/ET para conferir resistencia contra
patégenos hemibiotréficos y necrotréficos. El efecto benéfico inducido por la
inoculacion de la raiz de Arabidopsis con T. atroviride y la induccién del sistema

de defensa de la planta sugiere un dialogo molecular entre estos organismos.
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Discusién capitulo Il

En los ecosistemas terrestres, ocurren una gran diversidad de relaciones e
interacciones como el parasitismo, la competencia, el comensalismo y el
mutualismo. De estas en el comensalismo una especie se beneficia, mientras
gue, en el mutualismo ambas especies, se benefician (Campbell, 1995). Se
sabe que algunas bacterias son capaces de estimular el crecimiento de las
plantas, a estas bacterias se les ha llamado rizobacterias promotoras del
crecimiento (PGPR) (Bent, 2006). Las PGPR estimulan el crecimiento de las
plantas mejorando la nutricion, suprimiendo enfermedades o produciendo
hormonas como las auxinas, CK, GAs y compuestos organicos volatiles como
el etileno (Costacurta y Vanderleyden 1995). Algunos hongos también tienen la
capacidad de promover el crecimiento y el desarrollo vegetal, a estos, se les
llama hongos promotores del crecimiento (PGPF, de sus siglas en inglés).
Algunos PGPF pertenecen a los géneros Penicillium, Fusarium, Phoma y
Trichoderma, (Bent, 2006; Harman et al., 2004a). Los hongos pueden causar
un efecto positivo en el crecimiento y la sanidad de las plantas, ya sea por
mecanismos directos o indirectos. Los mecanismos indirectos contemplan la
produccion de antibidticos y sideroforos. En los directos se consideran la
solubilizacién de minerales (Bent, 2006; Harman et al., 2004a).

En este sentido se ha demostrado que los PGPF inducen la proteccion
sistémica contra fitopatogenos (Harman et al., 2004a, Jefferson et al., 1987) se
sabe también que algunas fitohormonas como el AS, el JA y el ET son
importantes en la induccién de la respuesta de defensa (Kazan y Manners,
2009). Ademas, recientemente se ha descrito que moléculas como el acido
abcisico (ABA), brasinoesteroides (BS), giberelinas (GAs) y auxinas estan
involucradas en la respuesta de defensa, (Pieterse et al., 2009). Con respecto a
la produccién de AIA o compuestos tipo indol muchos de los trabajos se han
enfocado en las rizobacterias y son pocos los trabajos enfocados a estudiar la
produccion de estos compuestos por hongos benéficos (Contreras-Cornejo et
al., 2009; Shoresh et al., 2010).

En el presente trabajo se demostrd que plantulas de A. thaliana inoculadas en
la raiz con T. atroviride, presentan un incremento en la biomasa comparadas

con las no inoculadas. Lo anterior hace suponer que el incremento en la
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biomasa depende de la colonizacion de la raiz por T. atroviride. Por lo anterior
se ha sugerido que la promocién del crecimiento puede deberse a la
colonizacion de la raiz y a la capacidad de Trichoderma spp. para facilitar la
disponibilidad de nutrimentos y a la secrecion de fitohormonas por estos
hongos (Harman et al., 2004a; Contreras-Cornejo et al., 2009; Shoresh et al.,
2010).

Para determinar si T. atroviride es capaz de colonizar a Arabidopsis, plantulas
de Arabidopsis fueron co-incubadas in vitro con T. atroviride por 48 y 72 h,
posteriormente, las raices fueron tratadas con una solucién de hipoclorito de
sodio y se colocaron en cajas de petri con medio fresco, observado la
emergencia de hifas de T. atroviride de las raices de la planta. Una vez
comprobado la capacidad del hongo para colonizar la raiz de la planta, se
generd una cepa transformante de T. atroviride que expreso a la proteina GFP.
Se observé que durante la interaccion Trichoderma-Arabidopsis, el hongo es
capaz de colonizar el espacio intercelular de la epidermis de las raices de la
planta, formando estructuras tipo apresorio. Lo anterior es congruente con lo
reportado en otros trabajos realizados con T. harzianum, en los que se observo
que este hongo crece e invade los espacios intracelulares en raices de pepino
y tomate. También se demostré que durante esta interaccion T. harzianum
inducia la respuesta sistémica en las plantas (Yedidia et al., 1999; Chacon et
al., 2007). La colonizacion de la raices de A. thaliana, por T. atroviride, dio
como resultado un incremento en la biomasa de la planta; esta observaciéon se
confirmé, por que, al poner tejido foliar en cajas con medio MS no se recuperé
el hongo, es decir, el hongo no crece en la parte foliar de la planta. Esto
demuestra que el efecto de Trichoderma en la estimulacion del crecimiento de
plantulas de A. thaliana es sistémico.

Por otra parte, se demostré que T. atroviride es capaz de sintetizar in vitro
compuestos tipo indol, los cuales podrian estar involucrados en la promocién
del crecimiento en condiciones de campo e invernadero. Estos resultados
mostraron que T. atroviride es capaz colonizar las raices de Arabidopsis y
promover el crecimiento sistemicamente, posiblemente al proporcionar a la
planta fitohormonas como se ha descrito para otras especies de Trichoderma
(Yedidia et al.,, 2001; Harman et al., 2004b; Contreras-Cornejo et al., 2009;
Shoresh et al., 2010).
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La induccion de los sistemas de defensa de la plantas mediada por
hongos antagonistas ha sido bien documentada. Tanto en plantas
mocontiledoneas como dicotiledoneas se aprecia un incremento en la
resistencia ante el ataque de patdogenos cuando son preinoculadas con
Trichoderma (De Meyer et al., 1998; Yedidia et al., 1999; Hanson and Howell,
2004; Harman et al.,, 2004a). En ese sentido De Meyer et al., (1998)
demostraron que T. harzianum T-39 inoculado en raices de frijol reduce
considerablemente el dafio causado por B. cinerea. Yedidia et al. (2003)
determinaron que al inocular a T. asperellum T-203 en raices de pepino y retar
las plantas con P syringae pv lachrymans, se observé una considerable
reduccion de plantas enfermas y mencionan que se produjeron compuestos
antifungicos en las hojas. Por su parte Hajieghrari et al. (2008) midieron la
capacidad de algunas cepas de Trichoderma para inhibir el crecimiento de
Fusarium graminearum, Rhizoctonia solani (AG4 y AGS5), Macrophomina
phaseoli y Phytophtora cacturum encontrando que habia inhibicion del
crecimiento de estos patdgenos por efecto de compuestos volatiles o por
contacto con T. hamatum T61. En ese mismo trabajo se evalud la capacidad de
T. virens T52, como agente de control biolégico de Rhizoctonia solani AG5, con
buenos resultados.

En el presente trabajo se demostré que T. atroviride es capaz de inducir
proteccion en Arabidopsis contra el patégeno hemibiotroéfico Pseudomonas
syringae (Pst DC3000) y contra el hongo necrotréfico B. cinérea. La resistencia
sistémica inducida por T atroviride en Arabidospis fue mayor cuando se inocul6
con el hemibiotréfico Pst DC3000, respecto a la obtenida con el necrétrofico B
cinérea. En este patosistema los patdgenos se inocularon en las hojas, lo cual
permiti6 mantener espacialmente separado a T. atroviride del patégeno y
garantizar que el efecto en la disminucién del dafio en Arabidopsis se debia a
la estimulacion de la respuesta sistémica de la planta y no por micoparasitismo
o antibiosis. Aunado a esto, la RSI estimulada por T. atroviride induce en
Arabidopsis la expresién simultanea de genes dependientes las vias del de SA
y JA/ET, estrés oxidativo y la sintesis de genes relacionados con la sintesis de
camalexina, tanto local como sistemicamente para detener el crecimiento
algunos patdgenos. Se ha descrito que las rutas del SA y JA/ET son

mutuamente antagonicas, sin embargo, también se han reportado evidencias
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de interacciones sinérgicas entre estas vias, lo cual sugiere que la via de
sefalizacion que se activa en la planta depende de la naturaleza del patégeno,
asi como del modo de patogenicidad (Adie, 2007).

Recientemente, se evalud en plantas de tabaco y de Arabidopsis el efecto del
cotratamiento con diferentes concentraciones de SA y JA, y cuando estos se
aplicaron a bajas concentraciones (10-100 mM) habia un incremento sinérgico
transitorio, en la expresion de genes asociados a la ruta del JA/ET (PDF1.2 y
Thil.2) o SA (PR-1a). Sin embargo, cuando se evaluaron tiempos mas
prolongados o concentraciones altas de estas fitohormonas, se observd un
efecto antagonico (Mur et al., 2006). Una probable explicacién de este
comportamiento en nuestros resultados, es que durante la colonizacion de las
raices de Arabidopsis, T. atroviride induce la ruta de SA y la ruta de JA/ET al
mismo tiempo. Posteriormente el aumento en el SA suprime parcialmente la via
del JA/ET permitiéndole a la planta resistir de mejor manera el ataque del
patogeno biotrofico que el del necrotrofico. Mediante un analisis farmacolégico
utilizando inhibidores especificos de las vias de JA/ET durante la interaccion de
T. asperellum-pepino se demostr6 que estos compuestos y estas rutas de
sefalizacion estan involucradas en el efecto protector conferido por T.
asperellum a plantulas de pepino contra P. syringae pv lachrymans. Al analizar
la acumulacion de AS en raices y hojas de pepino tratado con T. asperellum no
se observo diferencia cuando se compararon las plantas inoculadas con las no
inoculadas. Por otra parte, al hacer el analisis de la expresion de genes
regulados JA/ET se observd que T. asperellum es capaz de modular la
expresion local y sistémica de estos genes en pepino (Shoresh et al., 2005). La
resistencia inducida por T. harzianum contra B. cinerea depende de la via del
JA/ET hecho que queda manifiesto cuando se emplean mutantes de
Arabidopsis dafiadas en la via de transduccién de estas sefiales (Korolev et al.,
2008). Hoy en dia se sabe que la via de defensa inducida por T. asperellum y
la de bacteria benéfica Pseudomonas fluorescens WCS417r son similares y
ambas son independientes de la via del SA, y requieren de NPR1 y de MYB72
(Segarra et al., 2009).

Para estudiar la posible ruta de transduccion de sefiales involucradas en la
induccion de la respuesta sistémica de Arabidopsis contra patégenos con

diferente estilo de vida, en el presente trabajo se analizo la expresion de genes
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involucrados en la RSA, RSI, estrés oxidativo y camalexina a las 72 y 96 h
después que se inoculd Arabidopsis con Trichoderma atroviride. La mayoria de
los genes analizados fueron inducidos por T. atroviride de manera local y
sistémica alcanzando su maxima expresion en hojas y raices 96 h después de
inocularlos, ya que, se observé un incremento en la expresion de genes PR. La
3-1-3-glucanasa codifica (PR-2) es un gen altamente inducible en hojas como
respuesta a la inoculacion con T atroviride. Algunos han demostrado que la
colonizacién de las raices por Trichoderma incrementa el nivel de enzimas
relacionadas con la defensa de las plantas, incluidas peroxidasas, quitinasas,
3-1-3-glucanasa (Howell et al., 2000; Yedidia et al., 1999; 2003; Harman et al.,
2004a). Estos resultados sugieren que las proteinas PR pueden estar
involucrados en la respuesta sistémica para suprimir la enfermedad en
Arabidopsis cuando se inocula con T. atoviridae.

En este trabajo los niveles en la expresion de la peroxidasa clase Il (ATPCA)
gue codifica para genes involucrados en la generacion de peroxido de
hidrogeno y en la defensa contra patdgenos, en las raices, no se vio afectada
de manera significativa a 72 h, sin embargo aumento a las 96 h. Cuando se
midi6é la expresidbn en hojas a las 72 h postinoculacion se observo un
incremento de hasta tres veces. La acumulacion de peroxidasas se da como
respuesta a la generacion de ROS causada por el ataque por patégenos, asi
como, también el aumento de la actividad enziméatica en las hojas, esto, sugiere
una respuesta sistémica debido a la presencia de Trichoderma en la rizosfera.
El nivel de expresion de JA/ET y de los genes PDF2.1 y LOX-1 fue diferente
en ambos tiempos. Hay una sobreexpresion de PDF1.2, tanto en raices como
en hojas, 96 h después de que se inoculo con Trichoderma, mientras que la
expresion de LOX-1 no sufri6 cambios significativos en raices, sin embargo en
hojas se incremento cuatro veces el nivel de expresion. El andlisis de la
expresion del gen PAD3, el cual codifica para una enzima involucrada en el
paso final de la biosintesis de camalexina, mostré una sobrexpresion en raices
y hojas de Arabidopsis tratadas con T atroviride. La camalexina es una
fitoalexina con propiedades antimicrobiales. Las fitoalexinas son compuestos
de bajo peso molecular, producidos por las plantas como respuesta al ataque
de patdégenos (Paxton, 1981). De igual manera, se sabe que T asperellum es

capaz de activar diversas rutas metabolicas en pepino causando una
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acumulacion sistémica de fitoalexinas en esta planta (Yedidia et al., 1999).
Adicionalmente, se ha demostrado que mutantes en PAD de Arabidopsis
pierden la capacidad de restringir el crecimiento de bacterias patégenas
(Glazebrook and Ausubel, 1994).

Resumiendo, la inoculaciéon de las raices de Arabidopsis con T. atroviride
promueve sistémicamente el crecimiento y desarrollo de plantulas de
Arabidopsis e inhibi6é sistémicamente el dafio causado por P syringae DC3000
y B cinérea. Adicionalmente, se demostré6 que T. atroviride produce
compuestos tipo indol que pueden llegar a tener un efecto en la estimulacién
del crecimiento y desarrollo de A. thaliana La disminucion del dafio en
Arabidopsis parece estar asociada con la acumulacion de transcritos de genes
relacionados con las vias del SA, JA/ET y de genes involucrados con la
defensa, en el estrés oxidativo, asi como, en la sintesis y acumulacion de

fitoalexinas como la camalexina en Arabidopsis.
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Conclusiones

Trichoderma atroviride y Aspergillus ustus promueven el crecimiento de
Arabidopsis y en su caso A. ustus restituye el fenotipo en un grupo de
mutantes afectadas en diferentes vias de respuesta a hormonas,
ademas estimula el desarrollo e incremento en la biomasa de Solanum

tuberosum

Trichoderma atroviride y Aspergillus ustus producen en medio liquido
compuestos tipo indoles, ademas, en el caso de A. ustus produce
giberelinas, que pueden afectar positivamente el crecimiento y desarrollo

de Arabidopsis y Solanum tuberosum.

Trichoderma atroviride y Aspergillus ustus inducen la expresién de
genes relacionados con las vias de sefalizacion del AS, JA/ET, y la
sintesis de camalexina. En el caso de A. ustus, aun, sin que el hongo

colonice las raices de Arabidopsis.
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To deal with pathogens, plants have evolved sophisticated
mechanisms including constitutive and induced defense
mechanisms. Phytohormones play important roles in plant
growth and development, as well as in the systemic response
induced by beneficial and pathogen microorganisms. In
this work, we identified an Aspergillus ustus isolate that
promotes growth and induces developmental changes in
Solanum tuberosum and Arabidopsis thaliana. A. ustus
inoculation on A. thaliana and S. tuberosum roots induced
an increase in shoot and root growth, and lateral root and
root hair numbers. Assays performed on Arabidopsis lines
to measure reporter gene expression of auxin-induced/
repressed or cell cycle controlled genes (DR5 and CycBl,
respectively) showed enhanced GUS activity, when compared
with mock-inoculated seedlings. To determine the contribution
of phytohormone signaling pathways in the effect elicited
by A. ustus, we evaluated the response of a collection of
hormone mutants of Arabidopsis defective in auxin, ethylene,
cytokinin, or abscisic acid signaling to the inoculation
with this fungus. All mutant lines inoculated with A. ustus
showed increased biomass production, suggesting that
these genes are not required to respond to this fungus.
Moreover, we demonstrated that A. ustus synthesizes auxins
and gibberellins in liquid cultures. In addition, A. wustus
induced systemic resistance against the necrotrophic fungus
Borrytis cinerea and the hemibiotrophic bacterium Pseudomonas
syringae DC3000, probably through the induction of the
expression of salicylic acid, jasmonic acid/ethylene, and
camalexin defense-related genes in Arabidopsis.
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In their natural setting, plants have to deal with a whole
range of environmental changes that determine plant growth
and development. Hormones and many endogenous signals
regulate plant growth and development, which in
combination with the genetic information determine the
plant’s shape (development). Auxins and cytokinins (CK)
regulate cell division and expansion, lateral-root development,
and apical dominance [15, 20, 21, 33]. Gibberellins (GAs)
and brassinosteroids (BS) promote germination, stem
elongation, and flowering, and regulate photomorphogenesis
[44]. Abscisic acid (ABA) is involved in several stress
signaling pathways and promotes seed dormancy [2].

Microorganisms interact with plants either beneficially
or as pathogens and may influence plant growth and
development. Perception of microorganisms by plants is
highly coordinated through cellular processes that determine the
final outcome of the relationship, ranging from parasitism to
mutualism [3, 36]. A number of plant-associated microorganisms
have been described to synthesize phytohormones, which
are necessary to mediate communication between the plant
and microorganisms. Free-living microorganisms are also
able to produce phytohormones [6]. It is well known that
many bacteria are able to stimulate plant growth through
direct or indirect mechanisms; these are called plant growth-
promoting rhizobacteria (PGPR) [6]. PGPR increase plant
growth by improving mineral nutrition, disease suppression,
or phytohormones production, such as auxins, CK, GAs,
and volatile organic compounds [11].

Like PGPR, some rhizosphere fungi are able to promote
plant growth and development. Fungi described in the
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Abstract Trichoderma spp. are common soil fungi
used as biocontrol agents due to their capacity to
produce antibiotics, induce systemic resistance in
plants and parasitize phytopathogenic fungi of major
agricultural importance. The present study investigat-
ed whether colonization of Arabidopsis thaliana
seedlings by Trichoderma atroviride affected plant
growth and development. Here it is shown that T
atroviride promotes growth in Arabidopsis. More-
over, T. atroviride produced indole compounds in
liquid cultures. These results suggest that indole-
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acetic acid-related indoles (IAA-related indoles)
produced by T. atroviride may have a stimulatory
effect on plant growth. In addition, whether coloni-
zation of Arabidopsis roots by T. atroviride can
induce systemic protection against foliar pathogens
was tested. Arabidopsis roots inoculation with T
atroviride provided systemic protection to the leaves
inoculated with bacterial and fungal pathogens. To
investigate the possible pathway involved in the
systemic resistance induced by T. atroviride, the
expression profile of salicylic acid, jasmonic acid/
ethylene, oxidative burst and camalexin related
genes was assessed in Arabidopsis. T. atroviride
induced an overlapped expression of defence-related
genes of SA and JA/ET pathways, and of the gene
involved in the synthesis of the antimicrobial
phytoalexin, camalexin, both locally and systemical-
ly. This is the first report where colonization of
Arabidopsis roots by T. atroviride induces the
expression of SA and JA/ET pathways simultaneous-
ly to confer resistance against hemibiotrophic and
necrotrophic phytopathogens. The beneficial effects
induced by the inoculation of Arabidopsis roots with
T. atroviride and the induction of the plant defence
system suggest a molecular dialogue between these
organisms.

Keywords Plant—fungus interaction - Systemic
resistance - Camalexin - PR proteins

@ Springer



