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Resumen 

Acumulación diferencial de poliaminas y de los transcritos de las argininas 

descarboxilasas de Arabidopsis durante la interacción con dos cepas de 

Trichoderma 

Dentro de su entorno las plantas interaccionan con una amplia gama de 

microorganismos. El estudio de estas interacciones se ha centrado en aquellas 

consideradas como patogénicas, por lo cual, es necesario estudiar la biología, la 

bioquímica y genética de las interacciones benéficas. El presente trabajo se 

enfocó en dilucidar algunas de las moléculas involucradas en la promoción de 

crecimiento ejercido en plántulas de Arabidopsis thaliana por el hongo benéfico 

Trichoderma spp., en una interacción a distancia y en contacto directo. Por lo 

anterior, lo primero que se llevó a cabo fue el análisis de parámetros de 

crecimiento vegetal tales como peso fresco, longitud de raíz principal y número de 

raíces secundarias de Arabidopsis thaliana en la interacción en contacto directo y 

a distancia con dos cepas del hongo Trichoderma, T. virens y T. atroviride, a los 3 

y 5 días post inoculación. En ambos tiempos de interacción se observó un 

incremento en el crecimiento y desarrollo de las plántulas, así mismo el número de 

las raíces laterales aumento e interesantemente la raíz principal no inhibió su 

crecimiento en las plántulas que interaccionaron a distancia con respecto a las 

plántulas en interacción directa. Lo anterior, nos llevó a estudiar ciertas moléculas 

involucradas en el en el crecimiento y desarrollo de las plantas, tales como las 

poliaminas y las auxinas. Las poliaminas son pequeñas moléculas implicadas en 

el crecimiento y desarrollo de la planta, así como en el establecimiento de las 

interacciones planta - microorganismo. Mientras que las auxinas son pequeñas 

hormonas vegetales producidas en muy bajas concentraciones, las cuales también 

juegan un papel clave en el desarrollo de las plantas. En lo que respecta a las 

poliaminas se analizó el perfil de las poliaminas superiores putrescina, 

espermidina y espermina en la interacción Arabidopsis – Trichoderma en el 

sistema dividido y a distancia. Los resultados mostraron un perfil diferencial de 

estas poliaminas, lo cual es dependiente del tiempo de interacción, tipo de 

interacción, así como de la especie de Trichoderma. Finalmente en lo que 

respecta a las auxinas se analizó la expresión de dos de los factores de respuesta 

a auxinas, el ARF6 y ARF8. Los resultados mostraron una expresión diferencial en 

ambos genes, la cual fue dependiente de las condiciones de la interacción, lo cual 

se relaciona directamente con el crecimiento vegetativo de las plantas. En 

conjunto los resultados evidencian que los reguladores de crecimiento tales como 

las poliaminas y las auxinas juegan un papel en la interacción. 

PALABRAS CLAVE. Arabidopsis thaliana;  Trichoderma atroviride; Trichoderma 

virens; poliaminas; auxinas; interacción a distancia 
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Abstract 

Differential accumulation of polyamines and transcripts of arginine 

decarboxylase of Arabidopsis during the interaction with two Trichoderma 

species 

Within their environment plants interact with a wide range of 

microorganisms. The study of interactions has focused on those considered to be 

pathogenic, whereby it is necessary understand the biology, biochemistry and 

genetics of beneficial interactions. This research focused in analyze some 

molecules involved in the growth promotion exerted on Arabidopsis seedlings by 

the beneficial fungus Trichoderma spp., in a direct contact and split system 

interaction. We quantified biomass production and parameters of root architecture 

such as primary root length, number of emerged lateral roots, and lateral root 

density at 3 or 5 days post-inoculation (dpi) during direct contact and split system 

interaction with the two fungal strains used: Trichoderma virens and Trichoderma 

atroviride. In both times of interaction an increase in growth and development of 

plantlets, as well as an increase on number of lateral roots was observed. 

Interestingly not inhibition of primary root length was observed on plantlets that 

growth without fungus contact. The above, led us to study molecules involved in 

the growth and development of plants, such as polyamines and auxin. Polyamines 

are small molecules implicated in several plant growth and developmental 

processes, also in the establishment of plant - microbe interactions. Auxins are 

small plant hormones produced in very low concentrations, which play a key role in 

the development of plants. Regarding to polyamines, the free levels of the main 

polyamines in plants, putrescine, spermidine and spermine were quantified in the 

Arabidopsis – Trichoderma split and contact interaction. The results showed a 

differential profile of these polyamines, which are dependent of time and type of 

interaction, as well as the Trichoderma species. Finally the expression of two auxin 

response factors, ARF6 and ARF8, were analyzed. The results showed differential 

expression in both genes, this was dependent on the conditions of interaction, 

therefore is directly related to the vegetative growth of plants. Overall, our results 

show that growth regulators such as auxin and polyamines play a role in the 

Arabidopsis – Trichoderma interaction. 

KEY WORDS. Arabidopsis thaliana; Trichoderma atroviride; Trichoderma virens; 

polyamines; auxins; split growth system. 
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I. INTRODUCCIÓN 

En la naturaleza las plantas interaccionan con una gran variedad de 

microorganismos. Dentro de estos están las bacterias, hongos, actinomicetos y 

algas. Las interacciones más conocidas son aquellas que repercuten de manera 

perjudicial en la planta por lo cual son consideradas como patogénicas (Pozo et al. 

2005; Berendsen et al. 2012). Sin embargo, existen otro tipo de interacciones 

denominadas benéficas, en donde la planta se ve influenciada de manera positiva 

en diversos aspectos como: en la absorción de minerales, la fijación de nitrógeno, 

la promoción del crecimiento, la resistencia al estrés biótico, y la tolerancia al estrés 

abiótico (Bais et al. 2006; Pieterse et al. 2014).  

 

Recientemente, el estudio de los mecanismos involucrados en las interacciones 

benéficas planta - microorganismo se ha vuelto altamente relevante. Lo anterior, es 

debido a que al entender cómo es que se reduce el daño causado en los cultivos 

por diversos factores ambientales, como las temperaturas extremas, el exceso de 

radiación solar, la sequía, salinidad y la deficiencia de nutrientes durante las 

interacciones benéficas, se pueda contribuir a la adopción de una agricultura 

sustentable. Aunado a esto, se ha visto que existe un incremento en los  

rendimientos de los cultivos, ya que los efectos del cambio climático han provocado 

graves daños en la producción agrícola (Coleman-Derr y Tringe, 2014). 

 

A pesar de los avances en el conocimiento de los mecanismos involucrados durante 

el establecimiento y desarrollo de las interacciones benéficas llevadas a cabo entre 

diversas plantas y microorganismos, aun es necesario continuar dilucidando no solo 

los procesos, sino también las moléculas involucradas en la respuesta coordinada 

y precisa llevada a cabo entre ambos organismos durante la interacción.   
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II. ANTECEDENTES 

 

2.1 Interacción planta – microorganismo benéfico 

 

Desde hace más de una década se ha reportado que algunas especies de 

microorganismos actúan de forma benéfica durante su interacción con las plantas. 

Dentro de los beneficios aportados por los microorganismos hacia las plantas esta 

su capacidad de degradar la materia orgánica presente en el suelo, lo cual lleva a 

la liberación de minerales esenciales para estas, fijar nitrógeno atmosférico, producir 

sideroforos y metabolitos relacionados al crecimiento y desarrollo, así como la 

producción de antibióticos y la parasitación de microorganismos que pudieran tener 

un efecto nocivo en las plantas (Bhattacharyya y Jha, 2012; Russo et al. 2012). Esta 

diversidad de efectos benéficos observados en las plantas, ha llevado a la 

producción de biofertilizantes a base de microorganismos benéficos con el fin de 

contribuir al desarrollo de una agricultura sustentable (Higa y Parr, 1994; Bashan, 

1998; Berg, 2009; Babalola, 2010). Dichos microorganismos se han clasificado en 

dos grandes grupos de acuerdo al efecto benéfico que ejercen al establecerse en 

asociación con la planta huésped:  

 

a) Microorganismos que promueven el crecimiento de las plantas (Plant 

Growth Promoting Microorganism o PGPM). Este tipo de microorganismos habitan 

en la rizosfera de las plantas e influyen en la absorción de nutrientes, el crecimiento 

y desarrollo vegetal (Vessey et al. 2003, Avis et al. 2008). Se ha reportado que 

algunas bacterias promotoras de crecimiento de plantas (Plant growth-promoting 

bacteria, PGPB) regulan directamente la morfología de las plantas, al incrementar 

la disponibilidad de minerales o nitrógeno del suelo, y/o sintetizar hormonas 

vegetales, lo que contribuye a incrementar el crecimiento vegetal (Burr et al. 1984; 

Joseph et al. 2007; Yasmin et al. 2007; Saharan and Nehra, 2011). Dentro de este 
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tipo de microorganismos encontramos a algunas especies del genero 

Pseudomonas, las cuales solubilizan fosforo orgánico (Richardson et al. 2001, 

Mehnaz et al. 2006); Rhizobium que produce reguladores de crecimiento vegetal, 

solubiliza el fosfato orgánico e inorgánico (Antoun et al. 1998), produce antibióticos 

y actúa competitivamente con otros microorganismos (Siddiqui et al. 1998, Huang 

et al. 2007); así mismo algunas especies de Azospirillum y Azotobacter tienen la 

capacidad de fijar el nitrógeno atmosférico (Yamprai et al. 2014; Jafari et al. 2015), 

entre otros.  

 

b) Microorganismos que actúan como agentes de control biológico (Biological 

Control Agents o BCA). Estos son considerados como benéficos ya que ayudan a 

contrarrestar los efectos negativos de los fitopatógenos (Fig. 1) en las plantas, lo 

cual incrementa el crecimiento, desarrollo y productividad de la planta (Shen et al. 

2002, Avis et al. 2008, Sang et al. 2008; Mastouri et al. 2010). Dentro de estos 

microorganismos encontramos a las micorrizas, de estas un ejemplo es el género 

fúngico Glomus, el cual produce fitoalexinas (compuestos antimicrobianos) y 

enzimas asociadas a los mecanismos de defensa de las plantas (Whipps et al., 

2004). Otro ejemplo de microorganismos biocontroladores son algunas cepas de los 

géneros bacterianos Pasteuria, Pseudomonas, Bacillus, Meloidogyne, entre otras. 

Las cuales se saben que controlan a varios nematodos de plantas (Emmert y 

Handelsman, 1999; Siddiqui y Mahmood, 1999; Meyer 2003). 

 

Es importante resaltar que existen microorganismos benéficos que pueden 

ser incluidos en ambos grupos, debido a sus multifacéticos mecanismos de acción. 

Dentro de estos microorganismos está el hongo Trichoderma spp., que tiene la 

capacidad de solubilizar y mejorar la absorción de macro y micronutrientes (Kleifeld 

y Chet, 1992; Altomare et al. 1999; Yedidia et al. 2001), sintetiza compuestos 

biológicamente activos como lo son: enzimas degradadoras de la pared celular, 

metabolitos secundarios y antibióticos(Vinale et al. 2008; Contreras-Cornejo et al. 

2009; Hung et al. 2013), además parasita y compite por el nicho con otros 
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microorganismos, entre otros (Benítez et al. 2004; Avis et al. 2008; Vinale et al. 

2008; Yadav et al. 2009).  

 

Figura 1. Biocontrol de microorganismos benéficos en las plantas. A través de 

la producción de compuestos biostático o biocidas, los cuales tienen la capacidad 

de detener el crecimiento y neutralizar microorganismos, o mediante la activación 

del sistema de defensa de la planta, este tipo de microorganismos ejercen un efecto 

benéfico en las plantas. La producción de antibióticos o enzimas líticas al igual que 

la activación del sistema de defensa de la planta a través del priming contrarresta 

a los microorganismos fitopatógenos. IR (por sus siglas en inglés, induced 

resistance). Tomado y modificado de Berendsen et al. 2012.  
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2.2 Respuesta de la planta hacia los microorganismos benéficos  

 

Al igual que otros organismos, las plantas tienen la capacidad de censar los 

microorganismos de su entorno, ya sean simbióticos o no, estos son reconocidos 

como organismos extraños, por lo que las plantas activan mecanismos de 

reconocimiento y de defensa (Fig. 2). 

 

 

Figura 2. Resistencia inducida provocada por microorganismos. 

Representación de la resistencia inducida provocada por microorganismos 

patógenos (flecha roja), por insectos (flecha azul), y la colonización de las raíces 

por microorganismos benéficos (flechas moradas). La resistencia inducida implica 

señales que actúan a larga distancia y que pueden ser transportadas a través de la 

vasculatura de la planta o transportadas de manera volátil, por lo cual se da una 
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defensa de amplio espectro en las secciones de la planta que todavía no han sido 

atacadas o infectadas. Tomado y Modificado de Pieterse et al. 2014  

 

Los microorganismos al interaccionar con las plantas inducen una respuesta 

inmune innata la cual puede ser activada por dos vías: la primera se inicia con la 

percepción mediada por receptores (PRRs) de compuestos microbianos que son a 

menudo conservados entre diferentes clases de microorganismos, tanto benéficos 

como patógenos, llamados patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) 

o patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPs) (Dodds & Rathjen 

2010). Las plantas también responden a moléculas endógenas liberadas en el 

proceso de invasión de los microorganismos, tales como fragmentos de la pared 

celular o cuticular, estas moléculas son llamadas patrones moleculares asociadas 

a peligro (DAMPs) (Lotze et al. 2007). Los PAMPs, MAMPs o DAMPs son 

reconocidos por PRRs, este reconocimiento de patrones moleculares culmina en la 

respuesta denominada inmunidad activada por PAMPS (PTI) (Fig. 3). La segunda 

vía involucra a la resistencia dada por los receptores intracelulares NB-LRR 

(nucleotide-binding–leucine rich repeat), las cuales reconocen efectores de 

microorganismos. Este tipo de resistencia se refiere a la llamada gen por gen, ya 

que se requiere la presencia de un gen de avirulencia (avr) del patógeno y uno de 

resistencia (R) de la planta huésped. Esta respuesta es conocida como inmunidad 

mediada por efectores (ETI) (Wolpert et al. 2012; Pieterse et al. 2014). Debido a 

que los efectores son particularmente variables y prescindibles en contraste con 

PAMPs y MAMPs se considera que este vía de respuesta ha llevado a una 

coevolución dinámica entre la planta y el microorganismo (Druzhinina et al. 2011; 

Gururani et al. 2012; Zamioudis & Pieterse 2012). 
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Figura 3 Representación esquemática de los componentes moleculares y 

mecanismos implicados en la resistencia sistémica adquirida inducida por 

microorganismos benéficos. Las líneas solidas negras indican interacciones ya 

establecidas; las líneas negras discontinuas indican interacciones hipotéticas. 

Flecha morada indica la translocación de las señales moleculares. Abreviaturas: 

ABA, ácido abscísico; ET, etileno; ISR, resistencia sistémica inducida; JA, ácido 

jasmónico; MAMP, patrones moleculares asociados a microorganismos; PRR, 

receptor de reconocimiento de patrones; PTI, inmunidad activada por PAMPs; TFs, 

factores de transcripción. Tomado y Modificado de Pieterse et al. 2014 
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2.3 Trichoderma spp. 

Trichoderma spp. es un género fúngico oportunista de vida libre y adaptable a 

diversas condiciones ecológicas. Frecuentemente es encontrado en el suelo, 

aunque también tiene la capacidad de crecer en otros sustratos como es la madera, 

corteza, tejidos humanos y el mar (Druzhinina et al. 2011; Lorito et al. 2010; 

Mukherjee et al. 2013). En general se ha reportado que este hongo protege a las 

plantas por su capacidad de contrarrestar a otros hongos y ciertos nematodos, 

además de inducir la resistencia de las plantas contra patógenos y la tolerancia al 

estrés abiótico. Asimismo, incrementa el crecimiento y vigor de las plantas, 

solubiliza nutrientes para estas, y contribuye a la biorremediación de metales 

pesados y contaminantes ambientales (Lorito et al. 2010; Shorest et al. 2010; 

Hermosa et al. 2012). 

 

2.3.1 Efecto de Trichoderma en plantas  

 

En la agricultura el género fúngico Trichoderma es de gran importancia, ya que 

no solo desempeña un papel importante en la promoción del crecimiento de las 

plantas, sino también en la biorremediación de suelos, en contrarrestar los efectos 

del estrés abiótico y en la defensa contra enfermedades producidas por 

microorganismos patógenos (Harman et al. 2004; Hermosa et al. 2012; Mukherjee 

et al. 2013). Por lo anterior, diversas investigaciones se han centrado en el estudio 

de la interacción planta-Trichoderma.  

En la agricultura el género fúngico Trichoderma es de gran importancia, ya que 

no solo desempeña un papel importante en la promoción del crecimiento de las 

plantas, sino también en la biorremediación de suelos, en contrarrestar los efectos 

del estrés abiótico y en la defensa contra enfermedades producidas por 

microorganismos patógenos (Harman et al. 2004; Hermosa et 
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al. 2012; Mukherjee et al. 2013). Por lo anterior, diversas investigaciones se han 

centrado en el estudio de la interacción planta-Trichoderma. 

 

2.3.1.1 Efecto de promoción de crecimiento en plantas por Trichoderma 

El género fúngico Trichoderma como ya se mencionó anteriormente, tiene la 

capacidad de promover el crecimiento y desarrollo de las plantas en sistemas tanto 

in vitro, invernadero, hidroponía y campo (Mukherjee et al. 2013). Los primeros 

reportes sobre la inducción de la germinación de semillas, así como de la floración 

y el incremento en el crecimiento vegetativo como consecuencia de la inoculación 

de Trichoderma fueron descritos por Chang et al., (1986) en plantas de vinca rosa, 

crisantemo, pepino y chile en un sistema de invernadero. Además, se ha reportado 

que algunas cepas del hongo T. harzianum como lo es: Rifai T-22, T-22, T-203, ALL 

42 y 1295-22 indujeron un incremento en la densidad y longitud de las raíces tanto 

principales como secundarias, así como un incremento en la ramificación de los 

brotes, la biomasa, la absorción de nutrientes como es el fosforo y nitrógeno en 

plantas de maíz, melón, chile, jitomate, pepino, garbanzo, frijol, cereza y la planta 

modelo Arabidopsis (Chang et al. 1986; Björkman et al. 1998; Yedidia et al. 2001; 

Harman et al. 2004; Rudresh et al. 2005, Martínez-Medina et al. 2009; Mastouri et 

al. 2010; Sofo et al. 2010; Azarmi et al. 2011; Samolski et al. 2012; Pereira et al. 

2014). Algunas otras cepas de Trichoderma como lo son: T. atroviride, T. atroviride, 

T. hamatum, T. asperelloides, T. parareesei, T. koninguie, también han inducido un 

efecto en la germinación de semillas, en el crecimiento y floración de plantas como: 

calabacín, cereza, chile, frijol, garbanzo, lechuga, pepino, tomate, Arabidopsis, 

nopal, entre otras (Harman et al. 2004; Contreras-Cornejo et al. 2009; Delgado-

Sánchez et al. 2010; Delgado-Sánchez et al. 2011; Rawat y Tewari 2011; Sáenz-

Mata y Jiménez-Bremont 2012; Delgado-Sánchez et al. 2013; Studholme et al. 

2013; Brotman et al. 2013; Rubio et al. 2014; Sáenz-Mata et al. 2014; Colla et al. 

2015; Salazar-Badillo et al. 2015). 
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2.3.1.2 Inducción del sistema de defensa de la planta y tolerancia al 

estrés biótico por Trichoderma 

Trichoderma no solo induce una promoción de crecimiento en las plantas, sino que 

también las protege del ataque de microorganismos e incluso de ciertos nematodos 

(Mukherjee et al. 2013). Lo anterior, por su capacidad de producir compuestos de 

tipo antibiótico, enzimas que actúan degradando la pared de otros microorganismos 

y/o induciendo las respuestas de defensa de las plantas mediante la producción de 

DAMPs, MAMPs y elicitores (Deacon 2006; Shoresh et al. 2010).  

Previamente se describió que las plantas tienen la capacidad de reconocer 

compuestos microbianos conservados entre diferentes clases de microorganismos, 

PAMPs y MAMPs. Se sabe que Trichoderma tiene la capacidad de producir MAMPs 

y que estos inducen la respuesta de defensa de las plantas. Algunos de los 

principales MAMPs producidos por Trichoderma y que inducen una respuesta de 

defensa en las plantas son: 

 

1.- Poligalacturonasas: Dentro de estas se encuentra a la ThPG1, enzima que 

degrada la pared celular de las plantas. Se ha reportado que esta enzima es 

producida por T. harzianum y que es clave para que el hongo colonice la raíz de las 

plantas (Hermosa et al. 2012). Al degradarse la pared celular de la planta por acción 

de la ThPG1, se producen oligogalacturónicos los cuales actúan como DAMPs 

reconocidos por el receptor asociado a la pared cinasa-1 (PRR receptor wall-

associated kinase-1), cuya función se relaciona con una respuesta de defensa 

dependiente del ácido salicílico (Morán-Diez et al. 2009; Hermosa et al. 2012). 

 

2.- Xilanasas: Estas enzimas se encargan de degradar uno de los principales 

polisacáridos de la pared celular de las plantas, el xilano (Loera-Corral, 2002). El 

primer reporte sobre MAMPs producidos por Trichoderma es sobre la xilanasa 

Eix/Xyn2, la cual es producida por T. virens y tiene la capacidad de inducir la 
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biosíntesis de etileno y una respuesta de defensa de hipersensibilidad en plantas 

de tabaco y jitomate (Rotblat et al. 2002; Ron y Avni 2004). 

 

3.- Celulasas: Diversos estudios han demostrado que una variedad de celulasas 

producidas por Trichoderma inducen la producción de ácido jasmónico en hojas de 

tabaco, limón y maíz (Piel et al. 1997). Así mismo, las celulasas producidas por T. 

longibrachiatum en plantas de melón indujeron las respuestas de defensa 

dependientes tanto de ácido salicílico como de ácido jasmónico (Martínez et al. 

2001). 

 

4.- Peptaiboles: Son pequeños péptidos de entre 5 y 20 aminoácidos, compuestos 

del ácido 2-aminoisobutirico y otro aminoácido no proteico. Son considerados 

metabolitos secundarios con actividad antibiótica para hongos y bacterias 

(Hermosa et al. 2013). Hermosa et al., (2012), reportó la alameticina, un peptaibol 

producido por Trichoderma y que induce la biosíntesis de compuestos volátiles 

orgánicos (VOCs) en plantas de frijol, los cuales regulan genes de ambas vías de 

respuesta hormonales, la del ácido jasmónico y del ácido salicílico. Reportes en 

plantas de frijol mostraron que un peptaibol producido por T. pseudokoningii 

llamado trichodermina induce la producción de especies reactivas de oxígeno y la 

acumulación de compuestos fenólicos, lo cual culmina con una respuesta local y 

sistémica en la planta (Luo et al. 2010). Así mismo, el 18-mer peptaibol producido 

por T. virens, ha sido relacionado con la respuesta de defensa contra al virus del 

mosaico del tabaco, debido a que regula genes de la vía de señalización del ácido 

salicílico, ácido jasmónico y etileno del ácido jasmónico, ácido salicílico y etileno 

(Viterbo et al. 2007). 

 

5.- Tricocetenos: Son una familia de micotoxinas producidas por varias especies de 

hongos de los géneros como lo es Trichoderma (Hermosa et al. 2013). En plantas 

de jitomate se ha reportado que el tricoceteno llamado harzianum A producido por 
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Trichoderma arundinaceum, tiene actividad anti fúngica contra Bacillus cinérea y 

Rhizoctonia solani (Malmierca et al. 2012; Malmierca et al. 2013). 

 

Otros MAMPs producidos por Trichoderma y que inducen las respuestas de 

defensa de las plantas son: cerato-plataninas, swolleninas y proteínas de 

avirulencia (Hermosa et al. 2012; 2013). 

 

2.3.1.3 Trichoderma induce tolerancia al estrés abiótico en plantas  

 

Desde hace algunos años tanto la agricultura como el medio ambiente se están 

viendo afectados por diferentes tipos de estrés abiótico como es la sequía, salinidad 

y temperaturas extremas (Cherry et al. 2000). Por lo anterior, el estrés abiótico es 

considerado como la principal causa de pérdida de cultivos en el mundo, 

reduciendo más del 50% el rendimiento promedio de los principales cultivos (Bray 

et al. 2000, Wang et al. 2007), lo que conlleva cambios morfológicos, fisiológicos y 

moleculares que afectan el crecimiento, el desarrollo y la productividad de las 

plantas (Wang et al.  2001). 

 

Se ha reportado que algunas especies fúngicas tienen la capacidad de inducir 

tolerancia a diferentes tipos de estrés abiótico en las plantas (Marasco et al. 2012). 

Dentro de estas especies fúngicas se encuentra el género Trichoderma, estos 

hongos al interaccionar con diferentes tipos de plantas confieren tolerancia a 

diferentes tipos de estrés abiótico como son la sequía, salinidad, anegamiento y 

temperaturas extremas (Mastouri et al. 2010, Shukla et al. 2012; López-Bucio et al. 

2015). Björkman et al., (1998) reporto que plantas de maíz expuestas a estrés por 

frío inoculadas con la cepa T. harzianum Rifai 1295-22, además de ser tolerantes a 

este estrés incrementaron su crecimiento y por ende su biomasa. Además, observó 

que plantas que presentaban un bajo vigor por estar expuestas a estrés oxidativo 

al ser inoculadas con este Trichoderma el daño era revertido y se promovía un 
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aumento en el crecimiento (Björkman et al. 1998). T. harzianum T22 al ser inoculado 

en semillas de jitomate cv. Jubilee expuestas a estrés osmótico, salino y frio, indujo 

un incremento en la velocidad de germinación, así como en el vigor de las plántulas 

(Mastouri et al. 2010). 

 

La plantas al estar bajo condiciones de estrés acumulan una serie de metabolitos, 

particularmente aminoácidos cuyo papel es actuar como osmolitos compatibles, 

regulando el transporte de iones, modulando la apertura de los estomas, así como 

la actividad de ciertas enzimas y la expresión génica de ciertos genes (Rai, 2002; 

Hayat et al. 2012). Bae et al., (2009) observó que en plantas de cacao expuestas a 

estrés por sequía se incrementaba la cantidad de ciertos aminoácidos como la 

prolina, histidina, arginina, leucina, valina y ácido c-aminobutirico. 

Interesantemente, al inocular las plantas de cacao en estrés con la cepa de 

Trichoderma hamatum DIS 219b, se disminuían los niveles de esos aminoácidos 

con lo cual se vio amortiguado el estrés (Bae et al. 2009).  

 

Además se ha reportado que plantas en interacción con el hongo Trichoderma 

presentan un incremento en fitohormonas como auxinas, giberelinas, etileno, 

antioxidantes, fitoalexinas, compuestos fenólicos, entre otros, los cuales 

contribuyen a la tolerancia de las plantas a diferentes tipos de estrés abiótico (Lewis 

et al. 2011). 

 

2.3.1.4 Cambios génicos a nivel global en plantas inoculadas con 

Trichoderma 

Las plantas a lo largo de su vida establecen múltiples interacciones con 

diferentes factores ambientales así como con microorganismos, con lo cual su 

entorno se ve alterado de tal manera que se induce una reprogramación génica en 

la planta, resultando así en cambios en la respuesta hacia el ambiente y otros 

organismos (Singh et al. 2004; Schenk et al. 2012). | 
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Las tecnologías de secuenciación de nueva generación (NGS), son herramientas 

de gran alcance y con las cuales el análisis de los genomas se ha convertido en 

algo posible, además de que pueden ser ampliamente utilizadas (Martin et al. 

2013). Estas tecnologías están siendo utilizadas para dilucidar la complejidad de 

las interacciones entre las plantas y los microorganismos, con esto se pretende 

comprender como se modulan los genes tanto de la planta como del 

microorganismo y a futuro crear nuevas estrategias para que la planta mejore su 

productividad (Schenk et al. 2011).  

 

Se sabe que durante la interacción de plantas con el hongo Trichoderma, el hongo 

induce cambios masivos en el transcriptoma y proteóma de las plantas, con lo cual 

se producen cambios en la respuesta no solo hacia Trichoderma sino también hacia 

otros organismos (Morán-Diez et al. 2012; Alfano et al. 2007; Segarra et al. 2007; 

Shoresh y Harman 2008; Brotman et al. 2010; Bae et al. 2011). Alfano et al., (2007) 

reportó que la cepa de T. hamatum 382 induce la expresión de 45 genes 

relacionados al estrés biótico y abiótico, así como de genes involucrados en la 

maquinaria de traducción de proteínas durante su interacción con plantas de 

jitomate. Morán-Diez et al, (2012) en la interacción de Arabidopsis con la cepa T. 

harzianum T34, observó que genes involucrados en las vías de señalización 

dependientes de ácido jasmónico y ácido salicílico disminuyeron su expresión, 

mientras que genes relacionados en la respuesta al estrés abiótico, como es el 

ácido abscísico, incrementaron su expresión. Otro estudio masivo relacionado con 

la expresión de genes de Arabidopsis en interacción con Trichoderma fue llevado a 

cabo por Brotman et al., (2013), donde inoculo raíces de Arabidopsis con T. 

asperelloides T203, y observó que 278 genes mostraron cambios significativos de 

expresión durante la interacción. Estos genes fueron relacionados a la respuesta 

de la planta hacia el estrés biótico y abiótico, a la biosíntesis y señalización de 

hormonas, así como a la biosíntesis de ácido jasmónico. Sáenz-Mata (2012) llevó 

a cabo estudios globales de la expresión génica mediante el análisis de 
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microarreglos de la interacción de Arabidopsis con el hongo T. atroviride con tres 

tiempos de interacción, 24, 48 y 72 horas post inoculación (hpi). Observó que en el 

mayor tiempo de interacción a las 72 hpi, el número de genes inducidos fue de 906 

en comparación a los tiempos menores que los genes inducidos fueron 196 a las 

24 hpi y 101 a las 48 hpi, con 196 genes inducidos a las 24 hpi y 101 genes 

inducidos a las 48 hpi. Además identificó 20 genes que se comparten en los tres 

tiempos de interacción, los cuales están involucrados en transducción de señales, 

transcripción, unión a proteínas, transporte y algunos de ellos codifican para 

proteínas de función desconocida (Sáenz-Mata, 2012). 

 

Segarra et al., (2007) realizó un estudio de proteómica en la interacción de pepino 

con Trichoderma, donde observó que 28 proteínas eran diferencialmente 

expresadas. Estas proteínas estaban involucradas en la biosíntesis de isoprenoides 

y del etileno, en la fotosíntesis, fotorespiración, metabolismo de carbohidratos así 

como en las reacciones llevadas a cabo por las especies reactivas de oxígeno. En 

otro estudio de proteómica de hojas y semillas de maíz en interacción con 

Trichoderma vieron que las proteínas que se acumulaban estaban involucradas en 

el metabolismo de aminoácidos, carbohidratos, así como proteínas involucradas en 

la respuesta de defensa de las plantas (Shoresh et al. 2010). 

 

2.3.2   Establecimiento de la interacción Planta-Trichoderma 

 

Al igual que otros microorganismos benéficos, reportes indican que Trichoderma 

induce el sistema de resistencia sistémica de la planta, un mecanismo de 

señalización complejo que implica dos vías hormonales. La primera es llamada 

resistencia sistémica inducida (ISR) y es dependiente del ácido jasmónico y etileno 

(JA/ET); la segunda es la resistencia sistémica adquirida (SAR) y es dependiente 

del ácido salicílico (SA). Se ha considerado que la activación de la ISR y/o SAR en 

las plantas es dependiente del estilo de vida del microorganismo. De esta manera, 



 16 

las plantas activan una respuesta sistémica adquirida (SAR) principalmente por 

microorganismos patógenos de plantas, mientras que otros microorganismos no 

patógenos de plantas, activa una resistencia sistémica inducida (ISR) (Pieterse et 

al. 2009; Verhage et al. 2010). Estudios recientes han mostrado que Trichoderma 

induce una respuesta entrecruzada de ambas vías de defensa hormonales 

(Segarra et al. 2007; Contreras-Cornejo et al. 2009; Salas-Marina et al. 2011; 

Saenz-Mata et al. 2014). El entrecruzamiento de ambas vías hormonales ha surgido 

como un importante mecanismo de regulación de la inmunidad de plantas.  

 

2.4 Interacción Arabidopsis – Trichoderma como modelo de 

estudio 

 

Arabidopsis thaliana es una planta de la familia de las Brassicaceae, la cual 

desde algunos años ha surgido como un modelo de estudio para la investigación 

en el área de la biología de plantas. Arabidopsis cuenta con diversas características 

que le han permitido convertirse en un modelo de estudio: ciclo de vida corto (seis 

semanas), tamaño pequeño (15-20 cm), sus flores se autopolinizan naturalmente 

produciendo una prolífica cantidad de semillas (aproximadamente 5000 semillas 

por planta), a nivel genético cuenta con un genoma pequeño con 125 Mb 

organizado en cinco cromosomas que contienen un aproximado de 29,454 genes 

predichos. Además, a lo largo de los años han sido desarrolladas técnicas y bases 

de datos donde se concentra información del genoma, genes y proteínas (TAIR) 

(Meinke 1998; Koornneef & Meinke 2010; Alonso 2003), con lo cual se facilita la 

disección molecular que involucra su ciclo de vida, así como los factores que 

afectan a este. La interacción entre Arabidopsis y el hongo Trichoderma ha surgido 

como un modelo de estudio que facilita el entendimiento de las interacciones 

benéficas llevadas a cabo entre las plantas y los microorganismos. Recientes 

estudios que han tomado a esta interacción como modelo de estudio han ayudado 

a incrementar el conocimiento acerca de los mecanismos fisiológicos y moleculares 

por medio de los cuales Trichoderma modula el crecimiento y desarrollo en las 
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plantas, mejora la resistencia a estreses abióticos y bióticos, así como la 

elucidación de los mecanismos involucrados durante el establecimiento de este con 

las plantas (Contreras-Cornejo et al. 2011; 2009; Brotman et al. 2013; Contreras-

Cornejo et al. 2014 a, b; Harman et al. 2004; Hermosa et al. 2012; Saenz-Mata et 

al. 2014; Salazar-Badillo et al. 2015). 

 

  



 18 

III. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Caracterizar en plantas de Arabidopsis thaliana el efecto de promoción de 

crecimiento, los niveles de poliaminas, y la expresión de genes de biosíntesis de 

poliaminas y de la vía de auxinas durante la interacción con Trichoderma en un 

sistema en contacto directo y a distancia. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

2.2.1. Analizar parámetros de crecimiento vegetal tales como peso fresco, 

longitud de raíz principal y número de raíces secundarias de Arabidopsis thaliana 

en la interacción en contacto directo y a distancia con dos cepas del hongo 

Trichoderma, T. virens y T. atroviride. 

 

2.2.2 Determinar los niveles de poliaminas y la expresión de los genes ADC1 

y ADC2 en plantas de Arabidopsis thaliana en la interacción en contacto directo y a 

distancia con las cepas de Trichoderma virens y T. atroviride. 

 

2.2.3 Analizar la expresión de genes de Arabidopsis thaliana asociados a la 

vía de auxinas en interacción con los hongos Trichoderma virens y T. atroviride, en 

un sistema de interacción en contacto directo y a distancia.  
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IV. RESULTADOS 

Capítulo 1 

Variación de los niveles de poliaminas de Arabidopsis 

thaliana durante la interacción con diferentes cepas de 

Trichoderma 

 

Introducción al capítulo 1 

Arabidopsis thaliana representa un sistema funcional para estudiar 

interacciones benéficas entre plantas y microorganismos. Trichoderma es un hongo 

benéfico de plantas que mejora el crecimiento y desarrollo de las plantas. Además 

de contribuir a la nutrición de estás, el hongo puede inducir una respuesta de 

defensa hacia otros microorganismos patógenos. Aunque previamente se han 

relacionado los efectos benéficos en las plantas con ciertas moléculas 

biológicamente activas que son producidas y/o moduladas por el hongo, tales como: 

peptaiboles (Limón y Codón, 2004; Wiest et al. 2002; Szekeres et al. 2005; Viterbo 

et al. 2007), sideróforos (Limón y Codón, 2004; Vinale et al. 2013, Zeilinger y 

Schuhmacher, 2013), terpenos (Sivasithamparam y Ghisalberti, 1998; Crutcher et 

al. 2013; Zeilinger y Schuhmacher, 2013), oxilipinas (Brotman et al, 2013; Zeilinger 

y Schuhmacher, 2013), policétidos (Sperry et al. 1998; Mukherjee et al, 2012a; 

Zeilinger y Schuhmacher, 2013), antibióticos (Dennis y Webster, 1971; Ghisalberti 

y Sivasithamparam, 1991; Marik et al. 2013), metabolitos secundarios 

(Sivasithamparam y Ghisalberti, 1998; Reino et al. 2008; Mukherjee et al. 2012; 

Hung et al., 2013; Zeilinger y Schuhmacher, 2013; Vinale et al. 2014) y compuestos 

de tipo auxinico (Contreras-Cornejo et al. 2009), etc, aún es necesario continuar 

dilucidando tanto los mecanismos como las moléculas involucradas en el 

reconocimiento, desarrollo y establecimiento de la interacción planta – Trichoderma.   
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Las poliaminas son pequeñas moléculas implicadas en el crecimiento y desarrollo 

de la planta, así como en el establecimiento de las interacciones planta - 

microorganismo. Reportes indican que el metabolismo de las poliaminas de las 

plantas sufre cambios notables durante las interacciones planta – microorganismos 

(Jiménez-Bremont et al. 2014). 

 

Con el fin de dilucidar si el metabolismo de las poliaminas desempeña un papel 

durante la interacción Arabidopsis - Trichoderma, se compararon dos tipos de 

interacción: uno que implican el contacto directo entre la planta y el hongo, y la otra 

usando un sistema de crecimiento de división, lo que evita la interacción física entre 

la planta y el hongo. Para este propósito, dos especies de Trichoderma se utilizaron: 

Trichoderma virens y Trichoderma atroviride. Se analizó la producción de biomasa, 

la arquitectura de raíz, y los niveles de poliaminas a los 3 y 5 días después de la 

inoculación (dpi). 

 

Después de 3 días de interacción, se observó una disminución significativa en los 

niveles de las poliaminas de Arabidopsis en ambos sistemas (contacto directo y de 

división). Sin embargo, a los 5 dpi se observó un comportamiento diferente en el 

perfil de las poliaminas, lo cual fue dependiente del tipo de interacción (contacto y 

distancia) así como de la cepa fúngica (T. atroviride y T. virens). En el caso de la 

interacción con T. atroviride la putrescina (Put) fue la que mostró mayores 

incrementos, 200% en la interacción a distancia y 50% en la interacción en contacto. 

Por el otro lado, durante la interacción con T. virens la poliamina que mostró los 

mayores incrementos fue la espermidina (Spd) 75%, mientras que Put solo 

incremento un 35% en la interacción en contacto. Las diferencias observadas en los 

niveles de las poliaminas con ambas especies de Trichoderma pueden atribuirse a 

la batería de genes utilizada por cada hongo para establecer la interacción con la 

planta. 
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La arginina descarboxilasa (ADC) es una enzima limitante que cataliza el primer 

paso de biosíntesis de las poliaminas. Por lo anterior, el nivel transcripcional de los 

genes ADC de Arabidopsis (ADC1 y ADC2) pudieran explicar las fluctuaciones 

observadas en los niveles de las poliaminas de las plantas que interaccionaron con 

el hongo. En general a los 3 dpi, se observó que ambos genes (ADC1 y ADC2) 

reprimieron su expresión. Sin embargo, a los 5 dpi se observó lo contrario, un 

incremento en los niveles de estos genes. Interesantemente, se observó una 

expresión diferencial de estos genes en las plantas que interaccionan en contacto 

directo con el hongo T. atroviride tanto a los 3 como a los 5dpi. El gen ADC1 fue 

reprimido mientras que el gen ADC2 fue altamente inducido, con lo cual se puede 

sugerir que en la interacción en contacto entre plantas de Arabidopsis con el hongo 

T. atroviride el gen ADC2  tiene un papel clave. 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo evidencian un perfil diferencial de los 

niveles de  poliaminas en los diferentes tiempos y tipos de interacción, así como con 

diferentes especies de microorganismos. Con lo anterior no solo se evidencia la 

comunicación que existe entre las plantas y los microorganismos benéficos, sino 

también que las poliaminas pudieran participar en la intrincada señalización y 

reprogramación génica llevada a cabo por las plantas como respuesta a la 

interacción con el hongo benéfico Trichoderma spp. 
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Este artículo puede ser consultado en la siguiente liga: 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0981942815300498 

  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0981942815300498
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Capítulo 2 

Análisis de la expresión de genes de Arabidopsis thaliana 

asociados a la vía de auxinas en interacción con 

Trichoderma en un sistema de contacto directo y a 

distancia 

 

El establecimiento de interacciones entre plantas y microorganismos 

involucra varios mecanismos a nivel fisiológico y molecular de ambos organismos. 

Se sabe que en las interacciones benéficas el crecimiento y desarrollo de las plantas 

es afectado, específicamente grandes cambios en el desarrollo de las raíces tanto 

principal como secundarias han sido reportados (Berg et al. 2009; Whipps 2001; 

Compant et al. 2005). 

 

Las auxinas son hormonas vegetales pequeñas producidas en muy bajas 

concentraciones, las cuales juegan un papel clave en el desarrollo de las plantas 

(Prasad y Dhonukshe, 2013). Los diversos procesos de desarrollo controlados por 

las auxinas, son el alargamiento del tallo, la dominancia apical, la iniciación del 

crecimiento de las raíces, el desarrollo del fruto y el tropismo (Davies 1995; Lau et 

al. 2008; Sukumar et al. 2013). 

 

Las hormonas vegetales controlan la mayoría de los aspectos del ciclo de vida de 

las plantas mediante la regulación de la expresión del genoma. Es importante 

señalar que los genes regulados por hormonas están involucrados en regular su 

propia homeostasis y distribución (Chapman and Estelle, 2009; Prasad y 

Dhonukshe, 2013). Dentro de los genes de respuesta a auxinas se incluyen factores 

de transcripción requeridos para ciertos procesos específicos de desarrollo, así 
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como genes involucrados en otras vías de señalización hormonal (Chapman and 

Estelle, 2009; Pieterse et al., 2014). 

 

La biosíntesis de las auxinas se da en el ápice del follaje, hojas jóvenes y 

meristemos de la raíz (Ljung, et al., 2001, 2005). A partir de estos sitios de síntesis, 

las auxinas se distribuyen a otros tejidos (Ljung, et al., 2005). Las auxinas recién 

sintetizadas pueden ser transportadas mediante dos vías, la primera es a través del 

floema, llamado transporte pasivo o no polar y el segundo es un transporte de célula 

a célula conocido como transporte activo o polar (Michniewicz, et al. 2007). Una vez 

que han sido transportadas los transportadores AUX1 (auxin-responsive) son los 

encargados de internalizar las moléculas de ácido indol acético protonado del 

apoplasto al interior de la célula (Vieten et al. 2007). Por otro lado, en condiciones 

bajas de auxinas la proteína AUX1 se encuentra unida a los factores de respuesta 

a auxinas (ARFs), lo cual regula negativamente a los genes de respuesta a auxinas. 

Cuando entran moléculas de auxinas a la célula estas se unen a AUX1 formando 

así un complejo (Aux/IAA) que es percibido por la familia de receptores TIR y ABF, 

los cuales generan una poliubiquitinación que convierte al complejo en un blanco de 

degradación vía proteosoma 26, con lo cual se evita la unión del complejo con los 

ARFs, liberandolos hacia el núcleo dándose así la activación de los genes de 

respuesta a auxinas (Fig.4) (Chapman y Estelle 2009). 
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Figura 4 Regulación transcripcional mediada por auxinas. La regulación de los 

genes de respuesta a auxinas se da en cuatro pasos. 1 Los factores de transcripción 

de tipo ARF (factores de respuesta a auxinas) se unen a los elementos de respuesta 

a auxinas (AREs) en la región del promotor de los genes de respuesta a auxinas, 

con lo cual se induce la transcripción de los genes. 2 Las proteínas de respuesta 

temprana a auxinas, Aux/IAAs, se unen a los ARF inhibiendo así la transcripción de 

estos genes. 3 Las proteínas Aux/IAAs son blanco del sistema de degradación 

mediado por el proteosoma 26S. Esta degradación se da a través de la 

ubiquitinación (Ub) de las proteínas Aux/IAAs, esta reacción es catalizada por la 

ubiquitin ligasa SCF E3. 4 La proteólisis mediada por ubiquitinas del Aux/IAAs es 

estimulada por la unión de auxinas a la caja F de la proteína TIR1, el cual es un 

componenete de la ligasa SCF E3 la cual reconoce específicamente a las proteínas 

a ser degradadas. Tomado de Teale et al. 2006 

 

Reportes han demostrado que una variedad de microorganismos durante las 

interacciones con las plantas pueden producir auxinas y precursores de auxinas 
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(Slankis 1973; Spaepen & Vanderleyden 2010; Sukumar et al., 2013). Dentro de 

estos microorganismos está el hongo Trichoderma, el cual es un hongo filamentoso 

de vida libre, el cual ayuda a incrementar la disponibilidad de nutrientes (Kleifeld y 

Chet, 1992), induce modificaciones en la morfología de la raíz principal esto al 

inducir un incremento en la síntesis de raíces secundarias como consecuencia de 

la liberación de hormonas o metabolitos con actividad señalizadora (Limón et al. 

2004; Contreras-Cornejo et al. 2009; Gravel et al. 2007; Roco y Pérez 2001; 

Windham et al. 1986; Contreras-Cornejo et al. 2014 b; Samolski et al. 2012) y 

además ejerce un efecto de biocontrol incluyendo la protección contra 

enfermedades, esto al inducir al sistema de defensa de la planta (Berendsen et al. 

2012; Ortiz-Castro et al. 2009). Estudios recientes demostraron que dos cepas de 

Trichoderma (T. atroviride y T. virens) inducen el crecimiento de plántulas de 

Arabidopsis durante una interacción en contacto directo y a distancia, mostrando 

incrementos significativos en la biomasa y en el crecimiento de las raíces tanto 

principal como secundarias (Contreras-Cornejo et al. 2014; Hung et al. 2013; 

Salazar-Badillo et al. 2015). 

 

 

4.1 El crecimiento de Trichoderma en diferentes sustratos afecta la promoción 

de crecimiento inducido en plantas de Arabidopsis 

 

Con el objetivo de determinar si la promoción de crecimiento inducido por 

Trichoderma en plantas es dependiente del contacto físico entre ambos organismos 

así como de las condiciones del crecimiento del hongo, hemos analizado tres 

condiciones experimentales: 1) interacción donde ambos organismos tienen 

contacto físico directo, 2) interacción sin contacto físico entre ambos organismos 

donde el hongo y la planta crecen en el medio de cultivo murashige skoog (MS) y, 

3) interacción sin contacto físico entre ambos organismos donde la planta crece en 

el medio de cultivo MS y el hongo en el medio Agar Dextrosa Papa (PDA). Las 

https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&biw=1366&bih=667&q=murashige+skoog&spell=1&sa=X&ved=0CBgQvwUoAGoVChMIlsmpgMaXxwIVi5aICh2S-gSn
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interacciones fueron llevadas a cabo en plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-

0 de 13 días de edad, las cuales fueron crecidas con cada una de las cepas de 

Trichoderma, T. atroviride (IMI206040; Ta) y T. virens (GV 28.9; Tv), durante 3 y 5 

días post inoculación (dpi). 

 

Se analizó la biomasa y tres parámetros de la arquitectura de la raíz: longitud de la 

raíz primaria, número de raíces laterales y densidad de las raíces laterales a los 3 y 

5 dpi. A los 3 dpi se observó que las plántulas que crecieron sin contacto directo con 

el hongo (A/Ta; A/Tv; A/Ta PDA; A/Tv PDA), presentaron un marcado incremento 

en el crecimiento y el desarrollo en comparación con las plántulas control así como 

con las plántulas que crecieron en contacto directo con el hongo (At-Ta y At-Tv), 

(Fig. 5). 

 

Figura 5 Fenotipo en plántulas de Arabidopsis durante la interacción con los 

hongos Trichoderma atroviride y Trichoderma virens. Imagines representativas 

de plántulas de Arabidopsis (Col-0) de 13 días de edad en placas Petri divididas 

cultivadas en medio MS después de 3 días post inoculación con los hongos T. 

atroviride y T. virens. Las cepas de Trichoderma fueron co-cultivadas en un sistema 
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de contacto directo y dividido de las plántulas de Arabidopsis. Control plántulas de 

Arabidopsis crecidas en el medio de cultivo MS sin el hongo. At-Ta y At-Tv plántulas 

de Arabidopsis inoculadas en contacto directo con los hongos T. atroviride y T. 

virens, respectivamente. At/Ta y At/Tv plántulas de Arabidopsis inoculadas con T. 

atroviride y T. virens, respectivamente, en un sistema dividido (sin contacto físico), 

donde el hongo y la planta crecen en el medio de cultivo Murashige Skoog (MS). 

At/Ta PDA y At/Tv PDA plántulas de Arabidopsis inoculadas en un sistema dividido 

(sin contacto físico), donde la planta crece en el medio de cultivo MS y el hongo en 

el medio Agar Dextrosa Papa (PDA). El experimento se realizó con 9 repeticiones, 

con 3 plántulas por placa. 

 

Diferencias interesantes fueron observadas en la magnitud de peso fresco inducido 

por cada especie de Trichoderma, donde además el sustrato de crecimiento del 

hongo jugo un papel importante. Las plantas con mayor peso fresco fueron aquellas 

que interaccionaron con el hongo T. virens, interesantemente el mayor incremento 

se observó en las plantas que crecen en el sistema de división cuando T. virens 

crece en medio PDA (At/ Tv PDA). En el caso de T. atroviride el incremento en el 

peso fresco fue similar en ambas condiciones de interacción, directo y separado, 

incrementando aproximadamente un 22% con respecto a las plantas control. (Fig 

6A). En este tiempo de interacción también se observó un decremento en la longitud 

de la raíz principal de las plántulas que crecen en contacto directo con ambas cepas 

de Trichoderma. Interesantemente esta inhibición no fue observada en las plántulas 

que crecen en el sistema dividido, sin contacto, de hecho se observó un pequeño 

incremento de alrededor del 3% en la longitud de la raíz principal (Fig. 6B) cuando 

el hongo crece en el medio de cultivo PDA. Otro dato importante se observó en el 

análisis de las raíces laterales por planta, donde un incremento en el  número de las 

raíces laterales fue observado en ambas condiciones de interacción a distancia (Fig. 

6C, 6D). 

https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&biw=1366&bih=667&q=murashige+skoog&spell=1&sa=X&ved=0CBgQvwUoAGoVChMIlsmpgMaXxwIVi5aICh2S-gSn
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Figura 6 Efecto de la inoculación de dos especies de Trichoderma en el 

crecimiento de plántulas de Arabidopsis. Las plántulas de 13 días de edad de 

Arabidopsis (Col-0) crecidas en el sistema de contacto físico directo y dividido 

inoculadas con ambas cepas de Trichoderma (T. atroviride y T. virens) de la Fig. 2 

fueron colectadas y se les analizó los siguientes parámetros: A. Peso Fresco, B. 

Longitud de la raíz principal, C. Número de raíces laterales, D. Densidad de las 

raíces laterales. Control plántulas de Arabidopsis crecidas en el medio de cultivo 

MS sin el hongo. At-Ta y At-Tv plántulas de Arabidopsis inoculadas en contacto 

directo con los hongos T. atroviride y T. virens, respectivamente. At/Ta y At/Tv 

plántulas de Arabidopsis inoculadas con T. atroviride y T. virens, respectivamente, 

en un sistema dividido (sin contacto físico), donde el hongo y la planta crecen en el 

medio de cultivo Murashige Skoog (MS). At/Ta PDA y At/Tv PDA plántulas de 

Arabidopsis inoculadas en un sistema dividido (sin contacto físico), donde la planta 

crece en el medio de cultivo MS y el hongo en el medio Agar Dextrosa Papa (PDA). 

La longitud de la raíz primaria (cm), el número de raíces laterales y la densidad de 

estas fueron determinados a partir de 27 plántulas. El peso fresco (mg) de las 

plántulas se obtuvo en una balanza analítica y los valores obtenidos representan la 

media de nueve grupos de tres plántulas de cada condición de interacción. Las 
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letras indican diferencias significativas entre cada condición (P<0.05), estas 

diferencias fueron determinadas mediante la prueba de Tukey en el programa 

Graph-Pad versión del software 5.0. 

 

Para caracterizar si los cambios fisiológicos observados en las plántulas de 

Arabidopsis son persistentes a tiempos posteriores, se analizaron los mismos 

parámetros a las 5 dpi. El fenotipo registrado a 5 dpi mostró que la promoción del 

crecimiento se mantuvo para ambas cepas en las tres condiciones de interacción 

(Fig.7). 

 

Figura 7 Fenotipo en plántulas de Arabidopsis durante la interacción con los 

hongos Trichoderma atroviride y Trichoderma virens. Fotografías 

representativas de plántulas de Arabidopsis (Col-0) de 13 días de edad en placas 

Petri divididas cultivadas en medio MS después de 5 días post inoculación con los 

hongos T. atroviride y T. virens. Las cepas de Trichoderma fueron co-cultivadas en 

un sistema de contacto directo y dividido de las plántulas de Arabidopsis. Control 

plántulas de Arabidopsis crecidas en el medio de cultivo MS sin el hongo. At-Ta y 

At-Tv plántulas de Arabidopsis inoculadas en contacto directo con los hongos T. 
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atroviride y T. virens, respectivamente. At/Ta y At/Tv plántulas de Arabidopsis 

inoculadas con T. atroviride y T. virens, respectivamente, en un sistema dividido (sin 

contacto físico), donde el hongo y la planta crecen en el medio de cultivo Murashige 

Skoog (MS). At/Ta PDA y At/Tv PDA plántulas de Arabidopsis inoculadas en un 

sistema dividido (sin contacto físico), donde la planta crece en el medio de cultivo 

MS y el hongo en el medio Agar Dextrosa Papa (PDA). El experimento se realizó 

con 9 repeticiones, con 3 plántulas por placa. 

 

Cabe resaltar que aun cuando se observó un incremento en el peso fresco de las 

plántulas en la interacción del sistema dividido con ambas cepas de hongo, fue 

notable que cuando T. virens crece en medio PDA las plantas incrementan su peso 

fresco alrededor de un 200% en comparación con las plantas control (Fig. 8A). 

Resultados similares fueron observados en la longitud de la raíz primaria, siendo T. 

atroviride el hongo que indujo un mayor incremento en la interacción a distancia 

cuando crece en el medio de cultivo MS y T. virens cuando crece en PDA (Fig. 8B). 

En el caso de las raíces laterales se observó un incremento de alrededor de  un 30 

y 46% en la interacción a distancia con ambos hongos (Fig. 8C). 

 

https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&biw=1366&bih=667&q=murashige+skoog&spell=1&sa=X&ved=0CBgQvwUoAGoVChMIlsmpgMaXxwIVi5aICh2S-gSn
https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&biw=1366&bih=667&q=murashige+skoog&spell=1&sa=X&ved=0CBgQvwUoAGoVChMIlsmpgMaXxwIVi5aICh2S-gSn
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Figura 8 Efecto de la inoculación de dos especies de Trichoderma en el 

crecimiento de plántulas de Arabidopsis. Las plántulas de 13 días de edad de 

Arabidopsis (Col-0) crecidas en el sistema de contacto físico directo y dividido 

inoculadas con ambas cepas de Trichoderma (T. atroviride y T. virens) de la Fig. 4 

fueron colectadas y se les analizó los siguientes parámetros: A. Peso Fresco, B. 

Longitud de la raíz principal, C. Número de raíces laterales, D. Densidad de las 

raíces laterales. Control plántulas de Arabidopsis crecidas en el medio de cultivo 

MS sin el hongo. At-Ta y At-Tv plántulas de Arabidopsis inoculadas en contacto 

directo con los hongos T. atroviride y T. virens, respectivamente. At/Ta y At/Tv 

plántulas de Arabidopsis inoculadas con T. atroviride y T. virens, respectivamente, 

en un sistema dividido (sin contacto físico), donde el hongo y la planta crecen en el 

medio de cultivo Murashige Skoog (MS). At/Ta PDA y At/Tv PDA plántulas de 

Arabidopsis inoculadas en un sistema dividido (sin contacto físico), donde la planta 

crece en el medio de cultivo MS y el hongo en el medio Agar Dextrosa Papa (PDA). 

La longitud de la raíz primaria (cm), el número de raíces laterales y la densidad de 

estas fueron determinados a partir de 27 plántulas. El peso fresco (mg) de las 

plántulas se obtuvo en una balanza analítica y los valores obtenidos representan la 

media de nueve grupos de tres plántulas de cada condición de interacción. Las 

letras indican diferencias significativas entre cada condición (P<0.05), estas 

diferencias fueron determinadas mediante la prueba de Tukey en el programa 

Graph-Pad versión del software 5.0. 

 

4.2 Regulación diferencial de genes de respuesta a auxinas durante la 

interacción Arabidopsis - Trichoderma  

 

El fenotipo observado en las plántulas de Arabidopsis, específicamente en la 

raíz primaria y las raíces laterales puede atribuirse al control ejercido por las auxinas 

sobre el desarrollo de la raíz, y por la señalización molecular que se lleva a cabo 

durante la penetración y el establecimiento de la interacción de Trichoderma en las 

https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&biw=1366&bih=667&q=murashige+skoog&spell=1&sa=X&ved=0CBgQvwUoAGoVChMIlsmpgMaXxwIVi5aICh2S-gSn
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raíces de las plantas. A nivel molecular se sabe que los factores de respuesta a 

auxinas (ARF), regulan la expresión de genes de respuesta a auxina, en particular 

se ha reportado que los genes ARF6 y ARF8 juegan un papel esencial en el 

desarrollo (Curaba et al., 2014).  

 

Con el fin de dilucidar sí ARF6 y ARF8 son regulados durante la interacción 

Arabidopsis - Trichoderma, los niveles de expresión de estos genes se analizaron 

mediante qRT-PCR en plantas de 13 días de edad. Para ello se analizaron las tres 

condiciones experimentales ya previamente descritas: 1) interacción donde ambos 

organismos tienen contacto físico directo, 2) interacción sin contacto físico entre 

ambos organismos donde el hongo y la planta crecen en el medio de cultivo 

murashige skoog (MS) y, 3) interacción sin contacto físico entre ambos organismos 

donde la planta crece en el medio de cultivo MS y el hongo en el medio Agar 

Dextrosa Papa (PDA). Las plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 fueron 

crecidas con cada una de las cepas de Trichoderma, T. atroviride (IMI206040; Ta) 

y T. virens (GV 28.9; Tv), durante 3 y 5 días post inoculación (dpi). 

 

A los 3 dpi se observó una inducción significativa del gen ARF6 en las plántulas en 

interacción con T. atroviride, mostrando la mayor inducción las plántulas en la 

interacción a distancia cuando el hongo crece en medio PDA (Fig. 9A). 

Interesantemente, este gen fue reprimido en las plántulas que interactúan con el 

hongo T. virens, observándose bajos niveles de expresión en las plántulas que 

interaccionan en contacto directo (Fig. 9C). A los 5 dpi el gen ARF6 mostro una 

inducción en dos de los tres tipos de interacción analizadas, contacto directo (At-T) 

e interacción a distancia cuando el hongo crece en medio PDA (At/T PDA) con 

ambas especies de Trichoderma. La mayor expresión de este gen se observó en 

las plántulas que interaccionaron en contacto directo con ambas especies de 

Trichoderma (Fig. 9B y 9C).  

https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&biw=1366&bih=667&q=murashige+skoog&spell=1&sa=X&ved=0CBgQvwUoAGoVChMIlsmpgMaXxwIVi5aICh2S-gSn
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Figura 9 Expresión del gen ARF6 de Arabidopsis thaliana durante la 

interacción con Trichoderma spp. Plántulas de 13 días de edad de Arabidopsis 

(Col-0) en interacción con Trichoderma spp., a los 3 y 5 dpi. Las cepas de 

Trichoderma fueron co-cultivadas en un sistema de contacto directo y dividido de 

las plántulas de Arabidopsis. A, B Niveles de expresión del gen ARF6 de plántulas 

de Arabidopsis que crecen en contacto directo con T. atroviride (At-Ta), a distancia 

sin contacto físico con el hongo T. atroviride cuando este crece en medio MS (At/Ta), 

y a distancia sin contacto físico con el hongo T. atroviride cuando este crece en 

medio PDA (At/Ta PDA) a los 3 y 5 dpi respectivamente. C, D Niveles de expresión 

del gen ARF6 de plántulas de Arabidopsis que crecen en contacto directo con T. 

virens (At-Tv), a distancia sin contacto físico con el hongo T. virens cuando este 

crece en medio MS (At/Tv), y a distancia sin contacto físico con el hongo T. virens 

cuando este crece en medio PDA (At/Tv PDA) a los 3 y 5 dpi respectivamente. Los 

niveles de expresión del gen ARF6 fueron estimados por qRT-PCR. Las letras 

indican diferencias significativas entre cada condición (P<0.05), estas diferencias 
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fueron determinadas mediante la prueba de Tukey en el programa Graph-Pad 

versión del software 5.0. 

 

Respecto al gen ARF8, a los 3 dpi se observó una inducción en la expresión de este 

gen en las plántulas que interactúan con T. atroviride, siendo de nuevo las plantas 

que interaccionan a distancia cuando el hongo crece en medio PDA las que 

mostraron mayor expresión. (Fig. 10A). En el caso de las plántulas en interacción 

con T. virens, solo aquellas que interactúan a distancia cuando el hongo crece en 

medio PDA mostraron una inducción de este gen (Fig. 10C). A los 5 dpi los 

resultados mostraron un perfil diferencial de expresión para el gen ARF8, lo cual es 

dependiente de la especie del hongo que interaccione con las plantas. En el caso 

de la interacción con T. atroviride, las plántulas en la interacción a distancia 

mostraron una represión de este gen, mientras que en las plantas en la interacción 

en contacto directo se observó una ligera inducción respecto a las plantas control 

sin inocular (Fig. 10B). En cuanto a T. virens una reducción en los niveles de 

expresión de este gen se observó en todas las condiciones de interacción 

analizadas (Fig. 10D). 
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Figura 10 Expresión del gen ARF8 de Arabidopsis thaliana durante la 

interacción con Trichoderma spp. Plántulas de 13 días de edad de Arabidopsis 

(Col-0) en interacción con Trichoderma spp., a los 3 y 5 dpi. Las cepas de 

Trichoderma fueron co-cultivadas en un sistema de contacto directo y dividido de 

las plántulas de Arabidopsis. A, B Niveles de expresión del gen ARF8 de plántulas 

de Arabidopsis que crecen en contacto directo con T. atroviride (At-Ta), a distancia 

sin contacto físico con el hongo T. atroviride cuando este crece en medio MS (At/Ta), 

y a distancia sin contacto físico con el hongo T. atroviride cuando este crece en 

medio PDA (At/Ta PDA) a los 3 y 5 dpi respectivamente. C, D Niveles de expresión 

del gen ARF8 de plántulas de Arabidopsis que crecen en contacto directo con T. 

virens (At-Tv), a distancia sin contacto físico con el hongo T. virens cuando este 

crece en medio MS (At/Tv), y a distancia sin contacto físico con el hongo T. virens 

cuando este crece en medio PDA (At/Tv PDA) a los 3 y 5 dpi respectivamente. Los 

niveles de expresión del gen ARF8 fueron estimados por qRT-PCR. Las letras 

indican diferencias significativas entre cada condición (P<0.05), estas diferencias 
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fueron determinadas mediante la prueba de Tukey en el programa Graph-Pad 

versión del software 5.0. 

 

4.3 METODOLOGÍA 

 

Material vegetal y condiciones de crecimiento 

Las  semillas  de  Arabidopsis  thaliana  Ecotipo Col-0 así como de las mutantes aux 

1-7, jar1, eds1, etr1, ern 2-1, axr 4-1, rhd6 y tir1 fueron esterilizadas  por 10 minutos con 

40% (v/v) de una solución de cloro y lavadas seis veces con agua destilada estéril. 

Fueron puestas  en  cajas  Petri  (150  x  15  mm)  conteniendo  0.2X  de medio 

Murashige  and  Skoog  (MS) [0.2X  sales de MS (Phytotechnology), 1% de agar 

(p/v), 0.75% de sacarosa (p/v)   (pH 7.0)],  las  placas  con  las  semillas  fueron 

puestas a 4  °C  por  dos  días  para su vernalización.  Después  fueron  pasadas  a 

cámaras de crecimiento a 22 ± 1 °C por 11 días. Posteriormente tres plántulas 

fueron transferidas al lado izquierdo de  cajas  Petri divididas conteniendo  medio  

MS  al  0.2x   con  1%  de  agar  (p/v),  0.75%  de sacarosa  (p/v). Plantas de 13 

días de edad fueron inoculadas con esporas de Trichoderma virens como se 

describe a continuación.  

 

Condiciones de crecimiento del hongo e inoculación de plántulas 

Trichoderma virens (GV29.8) y T. atroviride (IMI206040) fueron crecido en placas 

Petri con PDA por 8  días  a  28  °C.  Las  esporas  fueron  colectadas  en  agua  

destilada  estéril a temperatura ambiente. El número total de esporas fue contado 

en el microscopio con una cámara de Neubauer. Como inoculo se utilizó una 

suspensión de 1 × 106 esporas por mililitro.  
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Inoculación de plantas de Arabidopsis  con T.  virens (GV29.8) y T. atroviride 

(IMI206040) 

Plantas de 13 días de edad (9 placas con 3 plantas por placa) fueron colocadas en 

el lado izquierdo de la caja Petri dividida. El ensayo de interacción se llevó a cabo 

en un sistema contacto directo y a distancia de la siguiente manera: 1) plantas 

control sin inoculo, 2) plantas inoculadas en la parte inferior de la placa del lado 

izquierdo donde crecen las plantas (At-Tv; At-Ta), 3) plantas inoculadas a distancia, 

de lado contrario a donde crecen las plantas, es decir en el lado derecho de la placa 

(At/Tv; At/Ta), y  4) plantas inoculadas a distancia, de lado contrario a donde crecen 

las plantas, es decir en el lado derecho de la placa , en este caso el hongo se inoculo 

en medio PDA en el lado derecho de la placa (At/Tv PDA; At/Ta PDA). Después de 

tres días de inoculación el material vegetal fue colectado y congelado con nitrógeno 

líquido. 

 

Extracción de RNA total de Arabidopsis thaliana 

Después  de que se congelaron las plantas con  nitrógeno líquido se pulverizaron 

en un mortero  y se transfirió el tejido molido a tubos Eppendorf de 1.5 ml hasta la 

marca de 0.1 ml sin permitir que se descongelara, se añadió 500 µl del reactivo de 

RNA (Concert™ Plant RNA Reagent; Invitrogen, 2001), mezclándose con vortex 

hasta homogenizar la mezcla y se deja reposando 5 min a temperatura ambiente, 

se centrifugaron 4 min a 13,400 rpm. Después, se transfirió el sobrenadante a un 

tubo libre de RNAasa, agregando 100 µl  de NaCl 5 M y 300 µl  de cloroformo, se 

mezclaron por inversión. Después se centrifugaron durante 13 min a 13,400 rpm y 

la  fase  acuosa  se  transfirió  a  un  tubo  libre  de  RNAasa.  Para  precipitar  se  le 

adicionó un volumen equivalente de isopropanol y se dejó 10 min a temperatura 

ambiente,  después  se  centrifugo  durante  12  min  a  13,400  rpm.  Para  lavar  la 

pastilla, se agregó 1 ml de etanol al 75% y se centrifugó durante 1 min a 13,400 

rpm. Finalmente, se agregaron de 10 a 30 μl de agua libre de RNAasa, mezclando 

por inversión  para  disolver  el  RNA.  Se  almacena  el  RNA  a  -70  °C  hasta  su 

procesamiento con DNAsa. 
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Tratamiento de las muestras con DNAsa 

La muestra del RNA total fue aforado hasta un volumen de 100 µl con agua de DEPC 

estéril en un tubo eppendor de 1.5ml.  Posteriormente se adiciono 0.75 µl de DNAsa 

(1U/ µl) a la muestra total de RNA y 5 µl  del buffer de DNAsa, se mezclo con punta y se 

incubo a 37°C por 30 minutos. A continuación se adiciono 1 µl  de EDTA 25mM a la muestra 

de RNA (temperatura ambiente). Se aforo la muestra a un volumen de 300 µl con agua 

DEPC esteril y se colocan las muestras a 4°C. Adicionar 300 µl de 

fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1), se mezcla por inversión a temperatura 

ambiente y posteriormente se centrifuga por 10 min a 13 000 rpm. A continuación 

se  separa la fase acuosa, la cual es colocada en un tubo nuevo eppendor de 1.5 ml y se 

le añade un volumen igual al de la fase acuosa de cloroformo:isoamilico (24:1), se mexcla 

por inversión y se centrifuga 10 min a 13 000 rpm. Separar la fase acuosa a un nuevo tubo 

eppendor y adicionar 170 µl de acetato de amonio 7.5 M y 1 ml de etanol absoluto 

grado reactivo, mezclar por inversión y colocar a menos 20°C por 30 min. 

Posteriormente centrifugar la muestra por 10 min a 13 000 rpm, se decanta el 

sobrenadante y se lava la pastilla con 500 µl de etanol DEPC al 75%, posteriormente  

se centrifuga 2 min a 13 000 rpm. Finalmente se deja secar la pastilla de 5 a 10 min 

y se resuspende con 30 µl de agua DEPC estéril. Se  almacena  cada muestra de 

RNA  a  -70  °C. 

 

Tiempo real de la transcripción reversa de la reacción en cadena de la 

polimerasa (qRT-PCR) 

Los experimentos de tiempo real de RT-PCR se realizaron en una mezcla de 10 µl 

de reacción compuesta de 5 µl del Mix RT.PCR Power SYBR® Green (2x), 200 nM 

de cada oligonucleótido, 50 ng de RNA y 0.08 μL del Mix de Enzima RT (125X) de 

StepOne RT-PCR, siguiendo las sugerencias del fabricante (Applied Biosystems) y 

usando  el  Sistema  de  Detección  StepOne  Real-Time  PCR  y  el  Software  v2.1 

StepOne (Applied Biosystems). Las condiciones de los ciclos térmicos consistieron 

de 30 min a 48 °C (síntesis de cDNA), 10 minutos a 95 °C (activación de AmpliTaq 
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Gold® ADN  polimerasa)  seguido  por  40  ciclos  de  15  segundos  a  95  °C  para 

desnaturalización, y de alineamiento y extensión de 1 min a 60 °C. 
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V. DISCUSION 

Existen microorganismos que durante su interacción con plantas ejercen efectos 

benéficos en la planta, tal como, aumento de la absorción de agua y nutrientes con 

lo cual se incrementa el crecimiento y la biomasa de las plantas, además del 

incremento en la tolerancia al estrés (Sukumar et al.2013). Trichoderma spp., es un 

hongo filamentoso de vida libre que se ha clasificado como un microorganismo 

benéfico, ampliamente distribuido en el suelo y una gran variedad de ecosistemas. 

Además, es un hongo altamente notable debido a su influencia positiva en el control 

biológico, la protección de la planta huésped hacia enfermedades y la promoción 

del crecimiento por la liberación de hormonas o metabolitos (Contreras-Cornejo et 

al. 2009; Ortiz-Castro et al. 2009; Berendsen et al. 2012). Este hongo tiene gran 

impacto en la agricultura, por lo cual, varias investigaciones han sido centradas en 

el estudio de la interacción entre Trichoderma spp., y las plantas. Arabidopsis 

representa un sistema funcional para estudiar las interacciones planta - 

microorganismo. En este sentido, la interacción Arabidopsis - Trichoderma se ha 

convirtiendo en un modelo para entender las vías de señalización, los mecanismos 

moleculares, la bioquímica y los ajustes fisiológicos llevados a cabo por la planta 

durante esta interacción (Korolev et al. 2008; Contreras-Cornejo et al. 2009; Salas-

Marina et al. 2011; Hermosa et al. 2012; Morán-Diez et al. 2012; Sáenz-Mata y 

Jiménez-Bremont 2012; Yoshioka et al. 2012; Brotman et al. 2013).  

 

En este estudio, se analizaron los cambios en el crecimiento y desarrollo de plantas 

de Arabidopsis thaliana ejercidos por dos cepas de Trichoderma en un sistema de 

interacción in vitro en contacto directo y en división entre ambos organismos. 

Observamos que las plántulas de Arabidopsis que se cultivaron en división sin 

contacto con las cepas de Trichoderma tuvieron mayor desarrollo que aquellas con 

contacto físico. Los resultados mostraron que las plantas en el sistema de división 

alcanzaron mayor peso fresco que los de una interacción directa, así mismo se 

observó un incremento en el número de raíces laterales. Estos efectos fisiológicos 

pueden ser la consecuencia de diferentes modificaciones que el hongo produce en 
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la planta, tales como la modulación de fitohormonas y reguladores del crecimiento. 

Por lo anterior, se analizó el perfil de las poliaminas (PAs) en plántulas de 

Arabidopsis crecidas durante 3 y 5 días con T. virens y T. atroviride. Las PAs son 

moléculas implicadas en el crecimiento y desarrollo de las plantas, así como en el 

establecimiento de interacciones microbio - planta. 

 

Nuestro interés en proporcionar evidencia del papel de las PAs durante la 

interacción Arabidopsis – Trichoderma se debió a que: 1) Las PAs actúan como 

reguladores del crecimiento (Tiburcio et al. 2014; Kim et al. 2014), 2) el perfil de las 

PAs se modifica notablemente durante las interacciones planta – microorganismo 

(Hussain et al. 2011; Walters 2003) y 3) y reportes recienten las coloca como 

potenciales moléculas de señalización (Brotman et al. 2012; Jiménez-Bremont et al. 

2014; Kusano et al. 2015).  

 

Interesantemente, se observaron oscilaciones en los niveles de PAs determinados 

en las plántulas de Arabidopsis durante la interacción con Trichoderma spp., 

reflejando así un cambio significativo en el metabolismo de las PAs analizadas: 

Putrescina (Put), espermidina (Spd) y las tetraminas [espermina (Spm) y 

termoespermina (Tspm)] durante el tiempo de la interacción entre la planta y el 

hongo. Específicamente, se observó que a los 3 dpi, los niveles de PAs 

disminuyeron en las plántulas con ambas especies de Trichoderma 

independientemente de la naturaleza de la interacción (sistema de división y de 

contacto). Una modulación del nivel de PAs ha sido reportado en plantas de Lotus 

glaber en la interacción con hongos micorrícicos (Sannazzaro et al. 2007; Hussain 

et al. 2011). Nuestros datos sugieren que la modulación de las PAs observada a los 

3 dpi en las plantas durante la interacción con Trichoderma spp., puede ayudar al 

hongo de dos maneras: 1) para evitar su reconocimiento como un patógeno y/o 2) 

para resistir la defensa del huésped inducida en el inicio de la asociación. En 

contraste, a los 5 dpi un aumento en los niveles de PAs se observó con ambas 

especies de Trichoderma. Respecto a la interacción con T. atroviride, se detectó el 
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mayor incremento en los niveles de las PAs en el sistema dividido (sin contacto), 

mientras que con T. virens fue en el sistema de contacto. Estas diferencias en el 

perfil de las PAs analizadas en las plántulas que interaccionan con diferentes 

hongos podrían atribuirse a la batería de genes involucrados así como a la 

estrategia de cada especie fúngica para lograr la interacción con la planta. Nuestros 

datos a los 5 dpi, mostraron una clara evidencia de una correlación positiva entre el 

aumento de los niveles de las PAs y un mayor crecimiento de la raíz. Diferencias en 

la concentración de PAs han sido observadas en plantas que interaccionan con 

hongos que mejoran el crecimiento de estas. Brotman (2012) reportó el perfil 

metabólico de plantas de A. thaliana de 20 días de edad que crecen en suelos 

suplementados con Trichoderma asperelloides T-203, y encontraron que Put era un 

metabolito que aumentó durante la interacción entre otros metabolitos tales como 

aminoácidos, azúcares y productos intermedios del ciclo del ácido cítrico. Este 

aumento en el nivel de Put se relacionó con el aumento del crecimiento de las 

plantas de Arabidopsis. Datos similares se observaron en las plántulas de pino 

silvestre durante la interacción con el hongo Paxillus, donde se reportó una 

correlación en el aumento de los niveles de Put y el dramático crecimiento de las 

plántulas (Sarjala et al. 2010). Las variaciones en los niveles de PAs son 

dependientes de la etapa de la simbiosis, la cepa fúngica y la planta hospedero 

(Kytöviita y Sarjala 1997; Sarjala et al. 2010; Fornalé et al. 1999).  

 

Debido a sus importantes  funciones biológicas, los niveles de PAs deben estar 

estrictamente regulados a varios niveles: biosíntesis, conjugación, oxidación y 

transporte. Debido a eso, estuvimos interesados en analizar transcripcionalmente 

los genes de la arginina descarboxilasa (ADC). La ADC es una enzima limitante que 

cataliza el primer paso de la biosíntesis de las PAs, en Arabidopsis existen dos 

genes parálogos: ADC1 y ADC2. Las fluctuaciones observadas en los niveles de 

PAs cuando las plantas estaban interactuando con Trichoderma podrían explicarse 

por el perfil transcripcional de los genes ADC1 y ADC2. En la mayoría de los casos, 

a los 3 dpi observamos que los genes ADC1 y ADC2 fueron regulados en la 
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interacción planta – hongo. Sin embargo, a los 5 dpi se observó un aumento en la 

expresión de ambos genes. Por otro lado, en la interacción directa de Arabidopsis - 

T. atroviride se observaron diferentes niveles de expresión para la ADC que los 

observados para las otras interacciones, el gen ADC2 mostró una expresión más 

alta, mientras que ADC1 presentó una represión. Estos datos sugieren que el gen 

ADC2 tiene un papel importante en la interacción directa de Arabidopsis – T. 

atroviride. En interacciones de plantas con microorganismos patogénicos se ha 

reportado un aumento en la expresión de los genes ADC y de los niveles de Put. 

Rodriguez-Kessler (2008), reporto un aumento en los niveles de Put en tumores de 

maíz inducidos por Ustilago maydis, donde una regulación del gen ZmADC1 fue 

observada. Resultados similares sobre la acumulación de Put y la regulación de los 

genes ADC se reportaron en plantas de Arabidopsis durante la interacción con 

Rhodococcus fascians (Stes et al. 2011). Nuestros datos muestran un perfil 

diferencial de los niveles de PAs lo que sugiere que las PAs podrían participar en la 

intrincada señalización y reprogramación de Arabidopsis cuando la planta interactúa 

con el hongo Trichoderma spp. 

 

En la interacción a distancia entre ambas cepas de Trichoderma con Arabidopsis 

notablemente se observó que el crecimiento de la raíz primaria no se inhibe en 

comparación con las plantas de Arabidopsis que crecen en contacto directo con los 

hongos. Esta inhibición del crecimiento de raíces primarias de Arabidopsis se ha 

observado anteriormente cuando el hongo se cultiva en contacto con la planta 

(Contreras-Cornejo et al. 2009; 2014a; 2014b). Además, se observó que las plantas 

cultivadas sin contacto con hongos generaron el mayor número de raíces laterales. 

Estos fenotipos observados en las raíces primarias y laterales de Arabidopsis 

pueden atribuirse al control realizado por las auxinas en el desarrollo de la raíz, así 

como a la señalización molecular llevada a cabo durante la interacción, penetración 

y el establecimiento de Trichoderma en las raíces de las plantas. 
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Las auxinas son moléculas pequeñas cuya función principal es la de regular el 

crecimiento de la planta. Los diversos procesos de desarrollo controlados por las 

auxinas, son el alargamiento del tallo, la dominancia apical, la iniciación del 

crecimiento de las raíces, el desarrollo del fruto y el tropismo. A nivel molecular se 

ha reportado que las auxinas pueden modificar la expresión génica en minutos de 

una manera dramática y selectiva en las plantas (Teale et al. 2006). La regulación 

génica efectuada por las auxinas es llevada a cabo a través de las proteínas 

Aux/IAA y la familia de factores de transcripción ARF (factores de respuesta a 

auxinas), los cuales regulan la expresión de los genes de respuesta a auxinas 

(Teale et al. 2006; Chapman y Estelle, 2009). Los ARFs juegan un papel importante 

en el crecimiento y desarrollo de la planta, reportes demuestran que ARF6 y ARF8 

pueden actuar de manera conjunta y que son componentes clave del desarrollo 

floral y radicular de las plantas (Curaba et al. 2014). Se ha reportado que los genes 

ARF6 y ARF8 regulan el crecimiento tanto vegetativo como reproductivo de los 

tejidos de las plantas (Nagpal et al. 2005; Chapman y Estelle. 2009; Liu et al. 2014). 

Nagpal, 2005, reporto que la doble mutante de estos genes las plantas no logran 

desarrollar la flor y además que se disminuyen las concentraciones de ácido 

jasmónico. Por otro lado, Li, 2010, mostró que estos genes no son regulados por la 

flagelina, un patrón molecular asociado a patógenos (PAMPs) ya bien 

caracterizado. Interesantemente, nuestros resultados mostraron que durante la 

interacción Arabidopsis – Trichoderma se da una regulación de los genes ARF6 y 

ARF8, y que esta regulación es dependiente de la etapa de la simbiosis, la cepa 

fúngica y la condición de interacción. 
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VI. CONCLUSIONES 

Con el objetivo de evaluar si el efecto de promoción de crecimiento descrito 

previamente del hongo Trichoderma en plantas es dependiente del contacto físico 

entre la planta y el hongo, se llevó a cabo la caracterización de la interacción en 

contacto directo y dividido de plantas de Arabidopsis thaliana con dos cepas del 

género fúngico Trichoderma.  

 

A nivel de fenotipo los resultados mostraron que en la interacción a distancia con 

ambas cepas de Trichoderma los parámetros analizados de biomasa, longitud de la 

raíz primaria, número de raíces laterales y densidad de las raíces laterales 

presentaron valores mayores que los obtenidos en la interacción en contacto 

directo. Interesantemente, el crecimiento de la raíz principal no se acorta en la 

interacción a distancia como ocurre en la interacción en contacto directo. Incluso las 

raíces de las plantas que interaccionan a distancia son las que presentan mayor 

número de raíces laterales.  

 

A nivel molecular los resultados mostraron que lo observado a nivel de fenotipo 

puede ser consecuencia de las diferentes modificaciones que el hongo produce en 

la planta, tal como es la modulación de los genes involucrados ya sea en la 

biosíntesis, conjugación y transporte de los reguladores del crecimiento y / o 

fitohormonas tales como las poliaminas y auxinas, los cuales deben ser regulados 

de manera estricta.  

 

Los resultados derivados de este trabajo evidencian la comunicación que se 

produce entre las plantas y los hongos benéficos, en el que las plantas son capaces 

de reconocer los compuestos derivados de hongos y afinar sus respuestas de 

defensa y de crecimiento. 
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I. INTRODUCCIÓN 


En la naturaleza las plantas interaccionan con una gran variedad de 


microorganismos. Dentro de estos están las bacterias, hongos, actinomicetos y 


algas. Las interacciones más conocidas son aquellas que repercuten de manera 


perjudicial en la planta por lo cual son consideradas como patogénicas (Pozo et al. 


2005; Berendsen et al. 2012). Sin embargo, existen otro tipo de interacciones 


denominadas benéficas, en donde la planta se ve influenciada de manera positiva 


en diversos aspectos como: en la absorción de minerales, la fijación de nitrógeno, 


la promoción del crecimiento, la resistencia al estrés biótico, y la tolerancia al estrés 


abiótico (Bais et al. 2006; Pieterse et al. 2014).  


 


Recientemente, el estudio de los mecanismos involucrados en las interacciones 


benéficas planta - microorganismo se ha vuelto altamente relevante. Lo anterior, es 


debido a que al entender cómo es que se reduce el daño causado en los cultivos 


por diversos factores ambientales, como las temperaturas extremas, el exceso de 


radiación solar, la sequía, salinidad y la deficiencia de nutrientes durante las 


interacciones benéficas, se pueda contribuir a la adopción de una agricultura 


sustentable. Aunado a esto, se ha visto que existe un incremento en los  


rendimientos de los cultivos, ya que los efectos del cambio climático han provocado 


graves daños en la producción agrícola (Coleman-Derr y Tringe, 2014). 


 


A pesar de los avances en el conocimiento de los mecanismos involucrados durante 


el establecimiento y desarrollo de las interacciones benéficas llevadas a cabo entre 


diversas plantas y microorganismos, aun es necesario continuar dilucidando no solo 


los procesos, sino también las moléculas involucradas en la respuesta coordinada 


y precisa llevada a cabo entre ambos organismos durante la interacción.   
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II. ANTECEDENTES 


 


2.1 Interacción planta – microorganismo benéfico 


 


Desde hace más de una década se ha reportado que algunas especies de 


microorganismos actúan de forma benéfica durante su interacción con las plantas. 


Dentro de los beneficios aportados por los microorganismos hacia las plantas esta 


su capacidad de degradar la materia orgánica presente en el suelo, lo cual lleva a 


la liberación de minerales esenciales para estas, fijar nitrógeno atmosférico, producir 


sideroforos y metabolitos relacionados al crecimiento y desarrollo, así como la 


producción de antibióticos y la parasitación de microorganismos que pudieran tener 


un efecto nocivo en las plantas (Bhattacharyya y Jha, 2012; Russo et al. 2012). Esta 


diversidad de efectos benéficos observados en las plantas, ha llevado a la 


producción de biofertilizantes a base de microorganismos benéficos con el fin de 


contribuir al desarrollo de una agricultura sustentable (Higa y Parr, 1994; Bashan, 


1998; Berg, 2009; Babalola, 2010). Dichos microorganismos se han clasificado en 


dos grandes grupos de acuerdo al efecto benéfico que ejercen al establecerse en 


asociación con la planta huésped:  


 


a) Microorganismos que promueven el crecimiento de las plantas (Plant 


Growth Promoting Microorganism o PGPM). Este tipo de microorganismos habitan 


en la rizosfera de las plantas e influyen en la absorción de nutrientes, el crecimiento 


y desarrollo vegetal (Vessey et al. 2003, Avis et al. 2008). Se ha reportado que 


algunas bacterias promotoras de crecimiento de plantas (Plant growth-promoting 


bacteria, PGPB) regulan directamente la morfología de las plantas, al incrementar 


la disponibilidad de minerales o nitrógeno del suelo, y/o sintetizar hormonas 


vegetales, lo que contribuye a incrementar el crecimiento vegetal (Burr et al. 1984; 


Joseph et al. 2007; Yasmin et al. 2007; Saharan and Nehra, 2011). Dentro de este 
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tipo de microorganismos encontramos a algunas especies del genero 


Pseudomonas, las cuales solubilizan fosforo orgánico (Richardson et al. 2001, 


Mehnaz et al. 2006); Rhizobium que produce reguladores de crecimiento vegetal, 


solubiliza el fosfato orgánico e inorgánico (Antoun et al. 1998), produce antibióticos 


y actúa competitivamente con otros microorganismos (Siddiqui et al. 1998, Huang 


et al. 2007); así mismo algunas especies de Azospirillum y Azotobacter tienen la 


capacidad de fijar el nitrógeno atmosférico (Yamprai et al. 2014; Jafari et al. 2015), 


entre otros.  


 


b) Microorganismos que actúan como agentes de control biológico (Biological 


Control Agents o BCA). Estos son considerados como benéficos ya que ayudan a 


contrarrestar los efectos negativos de los fitopatógenos (Fig. 1) en las plantas, lo 


cual incrementa el crecimiento, desarrollo y productividad de la planta (Shen et al. 


2002, Avis et al. 2008, Sang et al. 2008; Mastouri et al. 2010). Dentro de estos 


microorganismos encontramos a las micorrizas, de estas un ejemplo es el género 


fúngico Glomus, el cual produce fitoalexinas (compuestos antimicrobianos) y 


enzimas asociadas a los mecanismos de defensa de las plantas (Whipps et al., 


2004). Otro ejemplo de microorganismos biocontroladores son algunas cepas de los 


géneros bacterianos Pasteuria, Pseudomonas, Bacillus, Meloidogyne, entre otras. 


Las cuales se saben que controlan a varios nematodos de plantas (Emmert y 


Handelsman, 1999; Siddiqui y Mahmood, 1999; Meyer 2003). 


 


Es importante resaltar que existen microorganismos benéficos que pueden 


ser incluidos en ambos grupos, debido a sus multifacéticos mecanismos de acción. 


Dentro de estos microorganismos está el hongo Trichoderma spp., que tiene la 


capacidad de solubilizar y mejorar la absorción de macro y micronutrientes (Kleifeld 


y Chet, 1992; Altomare et al. 1999; Yedidia et al. 2001), sintetiza compuestos 


biológicamente activos como lo son: enzimas degradadoras de la pared celular, 


metabolitos secundarios y antibióticos(Vinale et al. 2008; Contreras-Cornejo et al. 


2009; Hung et al. 2013), además parasita y compite por el nicho con otros 
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microorganismos, entre otros (Benítez et al. 2004; Avis et al. 2008; Vinale et al. 


2008; Yadav et al. 2009).  


 


Figura 1. Biocontrol de microorganismos benéficos en las plantas. A través de 


la producción de compuestos biostático o biocidas, los cuales tienen la capacidad 


de detener el crecimiento y neutralizar microorganismos, o mediante la activación 


del sistema de defensa de la planta, este tipo de microorganismos ejercen un efecto 


benéfico en las plantas. La producción de antibióticos o enzimas líticas al igual que 


la activación del sistema de defensa de la planta a través del priming contrarresta 


a los microorganismos fitopatógenos. IR (por sus siglas en inglés, induced 


resistance). Tomado y modificado de Berendsen et al. 2012.  
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2.2 Respuesta de la planta hacia los microorganismos benéficos  


 


Al igual que otros organismos, las plantas tienen la capacidad de censar los 


microorganismos de su entorno, ya sean simbióticos o no, estos son reconocidos 


como organismos extraños, por lo que las plantas activan mecanismos de 


reconocimiento y de defensa (Fig. 2). 


 


 


Figura 2. Resistencia inducida provocada por microorganismos. 


Representación de la resistencia inducida provocada por microorganismos 


patógenos (flecha roja), por insectos (flecha azul), y la colonización de las raíces 


por microorganismos benéficos (flechas moradas). La resistencia inducida implica 


señales que actúan a larga distancia y que pueden ser transportadas a través de la 


vasculatura de la planta o transportadas de manera volátil, por lo cual se da una 
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defensa de amplio espectro en las secciones de la planta que todavía no han sido 


atacadas o infectadas. Tomado y Modificado de Pieterse et al. 2014  


 


Los microorganismos al interaccionar con las plantas inducen una respuesta 


inmune innata la cual puede ser activada por dos vías: la primera se inicia con la 


percepción mediada por receptores (PRRs) de compuestos microbianos que son a 


menudo conservados entre diferentes clases de microorganismos, tanto benéficos 


como patógenos, llamados patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) 


o patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPs) (Dodds & Rathjen 


2010). Las plantas también responden a moléculas endógenas liberadas en el 


proceso de invasión de los microorganismos, tales como fragmentos de la pared 


celular o cuticular, estas moléculas son llamadas patrones moleculares asociadas 


a peligro (DAMPs) (Lotze et al. 2007). Los PAMPs, MAMPs o DAMPs son 


reconocidos por PRRs, este reconocimiento de patrones moleculares culmina en la 


respuesta denominada inmunidad activada por PAMPS (PTI) (Fig. 3). La segunda 


vía involucra a la resistencia dada por los receptores intracelulares NB-LRR 


(nucleotide-binding–leucine rich repeat), las cuales reconocen efectores de 


microorganismos. Este tipo de resistencia se refiere a la llamada gen por gen, ya 


que se requiere la presencia de un gen de avirulencia (avr) del patógeno y uno de 


resistencia (R) de la planta huésped. Esta respuesta es conocida como inmunidad 


mediada por efectores (ETI) (Wolpert et al. 2012; Pieterse et al. 2014). Debido a 


que los efectores son particularmente variables y prescindibles en contraste con 


PAMPs y MAMPs se considera que este vía de respuesta ha llevado a una 


coevolución dinámica entre la planta y el microorganismo (Druzhinina et al. 2011; 


Gururani et al. 2012; Zamioudis & Pieterse 2012). 
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Figura 3 Representación esquemática de los componentes moleculares y 


mecanismos implicados en la resistencia sistémica adquirida inducida por 


microorganismos benéficos. Las líneas solidas negras indican interacciones ya 


establecidas; las líneas negras discontinuas indican interacciones hipotéticas. 


Flecha morada indica la translocación de las señales moleculares. Abreviaturas: 


ABA, ácido abscísico; ET, etileno; ISR, resistencia sistémica inducida; JA, ácido 


jasmónico; MAMP, patrones moleculares asociados a microorganismos; PRR, 


receptor de reconocimiento de patrones; PTI, inmunidad activada por PAMPs; TFs, 


factores de transcripción. Tomado y Modificado de Pieterse et al. 2014 
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2.3 Trichoderma spp. 


Trichoderma spp. es un género fúngico oportunista de vida libre y adaptable a 


diversas condiciones ecológicas. Frecuentemente es encontrado en el suelo, 


aunque también tiene la capacidad de crecer en otros sustratos como es la madera, 


corteza, tejidos humanos y el mar (Druzhinina et al. 2011; Lorito et al. 2010; 


Mukherjee et al. 2013). En general se ha reportado que este hongo protege a las 


plantas por su capacidad de contrarrestar a otros hongos y ciertos nematodos, 


además de inducir la resistencia de las plantas contra patógenos y la tolerancia al 


estrés abiótico. Asimismo, incrementa el crecimiento y vigor de las plantas, 


solubiliza nutrientes para estas, y contribuye a la biorremediación de metales 


pesados y contaminantes ambientales (Lorito et al. 2010; Shorest et al. 2010; 


Hermosa et al. 2012). 


 


2.3.1 Efecto de Trichoderma en plantas  


 


En la agricultura el género fúngico Trichoderma es de gran importancia, ya que 


no solo desempeña un papel importante en la promoción del crecimiento de las 


plantas, sino también en la biorremediación de suelos, en contrarrestar los efectos 


del estrés abiótico y en la defensa contra enfermedades producidas por 


microorganismos patógenos (Harman et al. 2004; Hermosa et al. 2012; Mukherjee 


et al. 2013). Por lo anterior, diversas investigaciones se han centrado en el estudio 


de la interacción planta-Trichoderma.  


En la agricultura el género fúngico Trichoderma es de gran importancia, ya que 


no solo desempeña un papel importante en la promoción del crecimiento de las 


plantas, sino también en la biorremediación de suelos, en contrarrestar los efectos 


del estrés abiótico y en la defensa contra enfermedades producidas por 


microorganismos patógenos (Harman et al. 2004; Hermosa et 
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al. 2012; Mukherjee et al. 2013). Por lo anterior, diversas investigaciones se han 


centrado en el estudio de la interacción planta-Trichoderma. 


 


2.3.1.1 Efecto de promoción de crecimiento en plantas por Trichoderma 


El género fúngico Trichoderma como ya se mencionó anteriormente, tiene la 


capacidad de promover el crecimiento y desarrollo de las plantas en sistemas tanto 


in vitro, invernadero, hidroponía y campo (Mukherjee et al. 2013). Los primeros 


reportes sobre la inducción de la germinación de semillas, así como de la floración 


y el incremento en el crecimiento vegetativo como consecuencia de la inoculación 


de Trichoderma fueron descritos por Chang et al., (1986) en plantas de vinca rosa, 


crisantemo, pepino y chile en un sistema de invernadero. Además, se ha reportado 


que algunas cepas del hongo T. harzianum como lo es: Rifai T-22, T-22, T-203, ALL 


42 y 1295-22 indujeron un incremento en la densidad y longitud de las raíces tanto 


principales como secundarias, así como un incremento en la ramificación de los 


brotes, la biomasa, la absorción de nutrientes como es el fosforo y nitrógeno en 


plantas de maíz, melón, chile, jitomate, pepino, garbanzo, frijol, cereza y la planta 


modelo Arabidopsis (Chang et al. 1986; Björkman et al. 1998; Yedidia et al. 2001; 


Harman et al. 2004; Rudresh et al. 2005, Martínez-Medina et al. 2009; Mastouri et 


al. 2010; Sofo et al. 2010; Azarmi et al. 2011; Samolski et al. 2012; Pereira et al. 


2014). Algunas otras cepas de Trichoderma como lo son: T. atroviride, T. atroviride, 


T. hamatum, T. asperelloides, T. parareesei, T. koninguie, también han inducido un 


efecto en la germinación de semillas, en el crecimiento y floración de plantas como: 


calabacín, cereza, chile, frijol, garbanzo, lechuga, pepino, tomate, Arabidopsis, 


nopal, entre otras (Harman et al. 2004; Contreras-Cornejo et al. 2009; Delgado-


Sánchez et al. 2010; Delgado-Sánchez et al. 2011; Rawat y Tewari 2011; Sáenz-


Mata y Jiménez-Bremont 2012; Delgado-Sánchez et al. 2013; Studholme et al. 


2013; Brotman et al. 2013; Rubio et al. 2014; Sáenz-Mata et al. 2014; Colla et al. 


2015; Salazar-Badillo et al. 2015). 


 







 10 


 


2.3.1.2 Inducción del sistema de defensa de la planta y tolerancia al 


estrés biótico por Trichoderma 


Trichoderma no solo induce una promoción de crecimiento en las plantas, sino que 


también las protege del ataque de microorganismos e incluso de ciertos nematodos 


(Mukherjee et al. 2013). Lo anterior, por su capacidad de producir compuestos de 


tipo antibiótico, enzimas que actúan degradando la pared de otros microorganismos 


y/o induciendo las respuestas de defensa de las plantas mediante la producción de 


DAMPs, MAMPs y elicitores (Deacon 2006; Shoresh et al. 2010).  


Previamente se describió que las plantas tienen la capacidad de reconocer 


compuestos microbianos conservados entre diferentes clases de microorganismos, 


PAMPs y MAMPs. Se sabe que Trichoderma tiene la capacidad de producir MAMPs 


y que estos inducen la respuesta de defensa de las plantas. Algunos de los 


principales MAMPs producidos por Trichoderma y que inducen una respuesta de 


defensa en las plantas son: 


 


1.- Poligalacturonasas: Dentro de estas se encuentra a la ThPG1, enzima que 


degrada la pared celular de las plantas. Se ha reportado que esta enzima es 


producida por T. harzianum y que es clave para que el hongo colonice la raíz de las 


plantas (Hermosa et al. 2012). Al degradarse la pared celular de la planta por acción 


de la ThPG1, se producen oligogalacturónicos los cuales actúan como DAMPs 


reconocidos por el receptor asociado a la pared cinasa-1 (PRR receptor wall-


associated kinase-1), cuya función se relaciona con una respuesta de defensa 


dependiente del ácido salicílico (Morán-Diez et al. 2009; Hermosa et al. 2012). 


 


2.- Xilanasas: Estas enzimas se encargan de degradar uno de los principales 


polisacáridos de la pared celular de las plantas, el xilano (Loera-Corral, 2002). El 


primer reporte sobre MAMPs producidos por Trichoderma es sobre la xilanasa 


Eix/Xyn2, la cual es producida por T. virens y tiene la capacidad de inducir la 
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biosíntesis de etileno y una respuesta de defensa de hipersensibilidad en plantas 


de tabaco y jitomate (Rotblat et al. 2002; Ron y Avni 2004). 


 


3.- Celulasas: Diversos estudios han demostrado que una variedad de celulasas 


producidas por Trichoderma inducen la producción de ácido jasmónico en hojas de 


tabaco, limón y maíz (Piel et al. 1997). Así mismo, las celulasas producidas por T. 


longibrachiatum en plantas de melón indujeron las respuestas de defensa 


dependientes tanto de ácido salicílico como de ácido jasmónico (Martínez et al. 


2001). 


 


4.- Peptaiboles: Son pequeños péptidos de entre 5 y 20 aminoácidos, compuestos 


del ácido 2-aminoisobutirico y otro aminoácido no proteico. Son considerados 


metabolitos secundarios con actividad antibiótica para hongos y bacterias 


(Hermosa et al. 2013). Hermosa et al., (2012), reportó la alameticina, un peptaibol 


producido por Trichoderma y que induce la biosíntesis de compuestos volátiles 


orgánicos (VOCs) en plantas de frijol, los cuales regulan genes de ambas vías de 


respuesta hormonales, la del ácido jasmónico y del ácido salicílico. Reportes en 


plantas de frijol mostraron que un peptaibol producido por T. pseudokoningii 


llamado trichodermina induce la producción de especies reactivas de oxígeno y la 


acumulación de compuestos fenólicos, lo cual culmina con una respuesta local y 


sistémica en la planta (Luo et al. 2010). Así mismo, el 18-mer peptaibol producido 


por T. virens, ha sido relacionado con la respuesta de defensa contra al virus del 


mosaico del tabaco, debido a que regula genes de la vía de señalización del ácido 


salicílico, ácido jasmónico y etileno del ácido jasmónico, ácido salicílico y etileno 


(Viterbo et al. 2007). 


 


5.- Tricocetenos: Son una familia de micotoxinas producidas por varias especies de 


hongos de los géneros como lo es Trichoderma (Hermosa et al. 2013). En plantas 


de jitomate se ha reportado que el tricoceteno llamado harzianum A producido por 







 12 


Trichoderma arundinaceum, tiene actividad anti fúngica contra Bacillus cinérea y 


Rhizoctonia solani (Malmierca et al. 2012; Malmierca et al. 2013). 


 


Otros MAMPs producidos por Trichoderma y que inducen las respuestas de 


defensa de las plantas son: cerato-plataninas, swolleninas y proteínas de 


avirulencia (Hermosa et al. 2012; 2013). 


 


2.3.1.3 Trichoderma induce tolerancia al estrés abiótico en plantas  


 


Desde hace algunos años tanto la agricultura como el medio ambiente se están 


viendo afectados por diferentes tipos de estrés abiótico como es la sequía, salinidad 


y temperaturas extremas (Cherry et al. 2000). Por lo anterior, el estrés abiótico es 


considerado como la principal causa de pérdida de cultivos en el mundo, 


reduciendo más del 50% el rendimiento promedio de los principales cultivos (Bray 


et al. 2000, Wang et al. 2007), lo que conlleva cambios morfológicos, fisiológicos y 


moleculares que afectan el crecimiento, el desarrollo y la productividad de las 


plantas (Wang et al.  2001). 


 


Se ha reportado que algunas especies fúngicas tienen la capacidad de inducir 


tolerancia a diferentes tipos de estrés abiótico en las plantas (Marasco et al. 2012). 


Dentro de estas especies fúngicas se encuentra el género Trichoderma, estos 


hongos al interaccionar con diferentes tipos de plantas confieren tolerancia a 


diferentes tipos de estrés abiótico como son la sequía, salinidad, anegamiento y 


temperaturas extremas (Mastouri et al. 2010, Shukla et al. 2012; López-Bucio et al. 


2015). Björkman et al., (1998) reporto que plantas de maíz expuestas a estrés por 


frío inoculadas con la cepa T. harzianum Rifai 1295-22, además de ser tolerantes a 


este estrés incrementaron su crecimiento y por ende su biomasa. Además, observó 


que plantas que presentaban un bajo vigor por estar expuestas a estrés oxidativo 


al ser inoculadas con este Trichoderma el daño era revertido y se promovía un 
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aumento en el crecimiento (Björkman et al. 1998). T. harzianum T22 al ser inoculado 


en semillas de jitomate cv. Jubilee expuestas a estrés osmótico, salino y frio, indujo 


un incremento en la velocidad de germinación, así como en el vigor de las plántulas 


(Mastouri et al. 2010). 


 


La plantas al estar bajo condiciones de estrés acumulan una serie de metabolitos, 


particularmente aminoácidos cuyo papel es actuar como osmolitos compatibles, 


regulando el transporte de iones, modulando la apertura de los estomas, así como 


la actividad de ciertas enzimas y la expresión génica de ciertos genes (Rai, 2002; 


Hayat et al. 2012). Bae et al., (2009) observó que en plantas de cacao expuestas a 


estrés por sequía se incrementaba la cantidad de ciertos aminoácidos como la 


prolina, histidina, arginina, leucina, valina y ácido c-aminobutirico. 


Interesantemente, al inocular las plantas de cacao en estrés con la cepa de 


Trichoderma hamatum DIS 219b, se disminuían los niveles de esos aminoácidos 


con lo cual se vio amortiguado el estrés (Bae et al. 2009).  


 


Además se ha reportado que plantas en interacción con el hongo Trichoderma 


presentan un incremento en fitohormonas como auxinas, giberelinas, etileno, 


antioxidantes, fitoalexinas, compuestos fenólicos, entre otros, los cuales 


contribuyen a la tolerancia de las plantas a diferentes tipos de estrés abiótico (Lewis 


et al. 2011). 


 


2.3.1.4 Cambios génicos a nivel global en plantas inoculadas con 


Trichoderma 


Las plantas a lo largo de su vida establecen múltiples interacciones con 


diferentes factores ambientales así como con microorganismos, con lo cual su 


entorno se ve alterado de tal manera que se induce una reprogramación génica en 


la planta, resultando así en cambios en la respuesta hacia el ambiente y otros 


organismos (Singh et al. 2004; Schenk et al. 2012). | 
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Las tecnologías de secuenciación de nueva generación (NGS), son herramientas 


de gran alcance y con las cuales el análisis de los genomas se ha convertido en 


algo posible, además de que pueden ser ampliamente utilizadas (Martin et al. 


2013). Estas tecnologías están siendo utilizadas para dilucidar la complejidad de 


las interacciones entre las plantas y los microorganismos, con esto se pretende 


comprender como se modulan los genes tanto de la planta como del 


microorganismo y a futuro crear nuevas estrategias para que la planta mejore su 


productividad (Schenk et al. 2011).  


 


Se sabe que durante la interacción de plantas con el hongo Trichoderma, el hongo 


induce cambios masivos en el transcriptoma y proteóma de las plantas, con lo cual 


se producen cambios en la respuesta no solo hacia Trichoderma sino también hacia 


otros organismos (Morán-Diez et al. 2012; Alfano et al. 2007; Segarra et al. 2007; 


Shoresh y Harman 2008; Brotman et al. 2010; Bae et al. 2011). Alfano et al., (2007) 


reportó que la cepa de T. hamatum 382 induce la expresión de 45 genes 


relacionados al estrés biótico y abiótico, así como de genes involucrados en la 


maquinaria de traducción de proteínas durante su interacción con plantas de 


jitomate. Morán-Diez et al, (2012) en la interacción de Arabidopsis con la cepa T. 


harzianum T34, observó que genes involucrados en las vías de señalización 


dependientes de ácido jasmónico y ácido salicílico disminuyeron su expresión, 


mientras que genes relacionados en la respuesta al estrés abiótico, como es el 


ácido abscísico, incrementaron su expresión. Otro estudio masivo relacionado con 


la expresión de genes de Arabidopsis en interacción con Trichoderma fue llevado a 


cabo por Brotman et al., (2013), donde inoculo raíces de Arabidopsis con T. 


asperelloides T203, y observó que 278 genes mostraron cambios significativos de 


expresión durante la interacción. Estos genes fueron relacionados a la respuesta 


de la planta hacia el estrés biótico y abiótico, a la biosíntesis y señalización de 


hormonas, así como a la biosíntesis de ácido jasmónico. Sáenz-Mata (2012) llevó 


a cabo estudios globales de la expresión génica mediante el análisis de 
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microarreglos de la interacción de Arabidopsis con el hongo T. atroviride con tres 


tiempos de interacción, 24, 48 y 72 horas post inoculación (hpi). Observó que en el 


mayor tiempo de interacción a las 72 hpi, el número de genes inducidos fue de 906 


en comparación a los tiempos menores que los genes inducidos fueron 196 a las 


24 hpi y 101 a las 48 hpi, con 196 genes inducidos a las 24 hpi y 101 genes 


inducidos a las 48 hpi. Además identificó 20 genes que se comparten en los tres 


tiempos de interacción, los cuales están involucrados en transducción de señales, 


transcripción, unión a proteínas, transporte y algunos de ellos codifican para 


proteínas de función desconocida (Sáenz-Mata, 2012). 


 


Segarra et al., (2007) realizó un estudio de proteómica en la interacción de pepino 


con Trichoderma, donde observó que 28 proteínas eran diferencialmente 


expresadas. Estas proteínas estaban involucradas en la biosíntesis de isoprenoides 


y del etileno, en la fotosíntesis, fotorespiración, metabolismo de carbohidratos así 


como en las reacciones llevadas a cabo por las especies reactivas de oxígeno. En 


otro estudio de proteómica de hojas y semillas de maíz en interacción con 


Trichoderma vieron que las proteínas que se acumulaban estaban involucradas en 


el metabolismo de aminoácidos, carbohidratos, así como proteínas involucradas en 


la respuesta de defensa de las plantas (Shoresh et al. 2010). 


 


2.3.2   Establecimiento de la interacción Planta-Trichoderma 


 


Al igual que otros microorganismos benéficos, reportes indican que Trichoderma 


induce el sistema de resistencia sistémica de la planta, un mecanismo de 


señalización complejo que implica dos vías hormonales. La primera es llamada 


resistencia sistémica inducida (ISR) y es dependiente del ácido jasmónico y etileno 


(JA/ET); la segunda es la resistencia sistémica adquirida (SAR) y es dependiente 


del ácido salicílico (SA). Se ha considerado que la activación de la ISR y/o SAR en 


las plantas es dependiente del estilo de vida del microorganismo. De esta manera, 
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las plantas activan una respuesta sistémica adquirida (SAR) principalmente por 


microorganismos patógenos de plantas, mientras que otros microorganismos no 


patógenos de plantas, activa una resistencia sistémica inducida (ISR) (Pieterse et 


al. 2009; Verhage et al. 2010). Estudios recientes han mostrado que Trichoderma 


induce una respuesta entrecruzada de ambas vías de defensa hormonales 


(Segarra et al. 2007; Contreras-Cornejo et al. 2009; Salas-Marina et al. 2011; 


Saenz-Mata et al. 2014). El entrecruzamiento de ambas vías hormonales ha surgido 


como un importante mecanismo de regulación de la inmunidad de plantas.  


 


2.4 Interacción Arabidopsis – Trichoderma como modelo de 


estudio 


 


Arabidopsis thaliana es una planta de la familia de las Brassicaceae, la cual 


desde algunos años ha surgido como un modelo de estudio para la investigación 


en el área de la biología de plantas. Arabidopsis cuenta con diversas características 


que le han permitido convertirse en un modelo de estudio: ciclo de vida corto (seis 


semanas), tamaño pequeño (15-20 cm), sus flores se autopolinizan naturalmente 


produciendo una prolífica cantidad de semillas (aproximadamente 5000 semillas 


por planta), a nivel genético cuenta con un genoma pequeño con 125 Mb 


organizado en cinco cromosomas que contienen un aproximado de 29,454 genes 


predichos. Además, a lo largo de los años han sido desarrolladas técnicas y bases 


de datos donde se concentra información del genoma, genes y proteínas (TAIR) 


(Meinke 1998; Koornneef & Meinke 2010; Alonso 2003), con lo cual se facilita la 


disección molecular que involucra su ciclo de vida, así como los factores que 


afectan a este. La interacción entre Arabidopsis y el hongo Trichoderma ha surgido 


como un modelo de estudio que facilita el entendimiento de las interacciones 


benéficas llevadas a cabo entre las plantas y los microorganismos. Recientes 


estudios que han tomado a esta interacción como modelo de estudio han ayudado 


a incrementar el conocimiento acerca de los mecanismos fisiológicos y moleculares 


por medio de los cuales Trichoderma modula el crecimiento y desarrollo en las 
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plantas, mejora la resistencia a estreses abióticos y bióticos, así como la 


elucidación de los mecanismos involucrados durante el establecimiento de este con 


las plantas (Contreras-Cornejo et al. 2011; 2009; Brotman et al. 2013; Contreras-


Cornejo et al. 2014 a, b; Harman et al. 2004; Hermosa et al. 2012; Saenz-Mata et 


al. 2014; Salazar-Badillo et al. 2015). 
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III. OBJETIVOS 


 


2.1 OBJETIVO GENERAL 


 


Caracterizar en plantas de Arabidopsis thaliana el efecto de promoción de 


crecimiento, los niveles de poliaminas, y la expresión de genes de biosíntesis de 


poliaminas y de la vía de auxinas durante la interacción con Trichoderma en un 


sistema en contacto directo y a distancia. 


 


2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 


 


2.2.1. Analizar parámetros de crecimiento vegetal tales como peso fresco, 


longitud de raíz principal y número de raíces secundarias de Arabidopsis thaliana 


en la interacción en contacto directo y a distancia con dos cepas del hongo 


Trichoderma, T. virens y T. atroviride. 


 


2.2.2 Determinar los niveles de poliaminas y la expresión de los genes ADC1 


y ADC2 en plantas de Arabidopsis thaliana en la interacción en contacto directo y a 


distancia con las cepas de Trichoderma virens y T. atroviride. 


 


2.2.3 Analizar la expresión de genes de Arabidopsis thaliana asociados a la 


vía de auxinas en interacción con los hongos Trichoderma virens y T. atroviride, en 


un sistema de interacción en contacto directo y a distancia.  
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IV. RESULTADOS 


Capítulo 1 


Variación de los niveles de poliaminas de Arabidopsis 


thaliana durante la interacción con diferentes cepas de 


Trichoderma 


 


Introducción al capítulo 1 


Arabidopsis thaliana representa un sistema funcional para estudiar 


interacciones benéficas entre plantas y microorganismos. Trichoderma es un hongo 


benéfico de plantas que mejora el crecimiento y desarrollo de las plantas. Además 


de contribuir a la nutrición de estás, el hongo puede inducir una respuesta de 


defensa hacia otros microorganismos patógenos. Aunque previamente se han 


relacionado los efectos benéficos en las plantas con ciertas moléculas 


biológicamente activas que son producidas y/o moduladas por el hongo, tales como: 


peptaiboles (Limón y Codón, 2004; Wiest et al. 2002; Szekeres et al. 2005; Viterbo 


et al. 2007), sideróforos (Limón y Codón, 2004; Vinale et al. 2013, Zeilinger y 


Schuhmacher, 2013), terpenos (Sivasithamparam y Ghisalberti, 1998; Crutcher et 


al. 2013; Zeilinger y Schuhmacher, 2013), oxilipinas (Brotman et al, 2013; Zeilinger 


y Schuhmacher, 2013), policétidos (Sperry et al. 1998; Mukherjee et al, 2012a; 


Zeilinger y Schuhmacher, 2013), antibióticos (Dennis y Webster, 1971; Ghisalberti 


y Sivasithamparam, 1991; Marik et al. 2013), metabolitos secundarios 


(Sivasithamparam y Ghisalberti, 1998; Reino et al. 2008; Mukherjee et al. 2012; 


Hung et al., 2013; Zeilinger y Schuhmacher, 2013; Vinale et al. 2014) y compuestos 


de tipo auxinico (Contreras-Cornejo et al. 2009), etc, aún es necesario continuar 


dilucidando tanto los mecanismos como las moléculas involucradas en el 


reconocimiento, desarrollo y establecimiento de la interacción planta – Trichoderma.   
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Las poliaminas son pequeñas moléculas implicadas en el crecimiento y desarrollo 


de la planta, así como en el establecimiento de las interacciones planta - 


microorganismo. Reportes indican que el metabolismo de las poliaminas de las 


plantas sufre cambios notables durante las interacciones planta – microorganismos 


(Jiménez-Bremont et al. 2014). 


 


Con el fin de dilucidar si el metabolismo de las poliaminas desempeña un papel 


durante la interacción Arabidopsis - Trichoderma, se compararon dos tipos de 


interacción: uno que implican el contacto directo entre la planta y el hongo, y la otra 


usando un sistema de crecimiento de división, lo que evita la interacción física entre 


la planta y el hongo. Para este propósito, dos especies de Trichoderma se utilizaron: 


Trichoderma virens y Trichoderma atroviride. Se analizó la producción de biomasa, 


la arquitectura de raíz, y los niveles de poliaminas a los 3 y 5 días después de la 


inoculación (dpi). 


 


Después de 3 días de interacción, se observó una disminución significativa en los 


niveles de las poliaminas de Arabidopsis en ambos sistemas (contacto directo y de 


división). Sin embargo, a los 5 dpi se observó un comportamiento diferente en el 


perfil de las poliaminas, lo cual fue dependiente del tipo de interacción (contacto y 


distancia) así como de la cepa fúngica (T. atroviride y T. virens). En el caso de la 


interacción con T. atroviride la putrescina (Put) fue la que mostró mayores 


incrementos, 200% en la interacción a distancia y 50% en la interacción en contacto. 


Por el otro lado, durante la interacción con T. virens la poliamina que mostró los 


mayores incrementos fue la espermidina (Spd) 75%, mientras que Put solo 


incremento un 35% en la interacción en contacto. Las diferencias observadas en los 


niveles de las poliaminas con ambas especies de Trichoderma pueden atribuirse a 


la batería de genes utilizada por cada hongo para establecer la interacción con la 


planta. 
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La arginina descarboxilasa (ADC) es una enzima limitante que cataliza el primer 


paso de biosíntesis de las poliaminas. Por lo anterior, el nivel transcripcional de los 


genes ADC de Arabidopsis (ADC1 y ADC2) pudieran explicar las fluctuaciones 


observadas en los niveles de las poliaminas de las plantas que interaccionaron con 


el hongo. En general a los 3 dpi, se observó que ambos genes (ADC1 y ADC2) 


reprimieron su expresión. Sin embargo, a los 5 dpi se observó lo contrario, un 


incremento en los niveles de estos genes. Interesantemente, se observó una 


expresión diferencial de estos genes en las plantas que interaccionan en contacto 


directo con el hongo T. atroviride tanto a los 3 como a los 5dpi. El gen ADC1 fue 


reprimido mientras que el gen ADC2 fue altamente inducido, con lo cual se puede 


sugerir que en la interacción en contacto entre plantas de Arabidopsis con el hongo 


T. atroviride el gen ADC2  tiene un papel clave. 


 


Los resultados obtenidos en este trabajo evidencian un perfil diferencial de los 


niveles de  poliaminas en los diferentes tiempos y tipos de interacción, así como con 


diferentes especies de microorganismos. Con lo anterior no solo se evidencia la 


comunicación que existe entre las plantas y los microorganismos benéficos, sino 


también que las poliaminas pudieran participar en la intrincada señalización y 


reprogramación génica llevada a cabo por las plantas como respuesta a la 


interacción con el hongo benéfico Trichoderma spp. 
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Este artículo puede ser consultado en la siguiente liga: 


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0981942815300498 


  



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0981942815300498
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Capítulo 2 


Análisis de la expresión de genes de Arabidopsis thaliana 


asociados a la vía de auxinas en interacción con 


Trichoderma en un sistema de contacto directo y a 


distancia 


 


El establecimiento de interacciones entre plantas y microorganismos 


involucra varios mecanismos a nivel fisiológico y molecular de ambos organismos. 


Se sabe que en las interacciones benéficas el crecimiento y desarrollo de las plantas 


es afectado, específicamente grandes cambios en el desarrollo de las raíces tanto 


principal como secundarias han sido reportados (Berg et al. 2009; Whipps 2001; 


Compant et al. 2005). 


 


Las auxinas son hormonas vegetales pequeñas producidas en muy bajas 


concentraciones, las cuales juegan un papel clave en el desarrollo de las plantas 


(Prasad y Dhonukshe, 2013). Los diversos procesos de desarrollo controlados por 


las auxinas, son el alargamiento del tallo, la dominancia apical, la iniciación del 


crecimiento de las raíces, el desarrollo del fruto y el tropismo (Davies 1995; Lau et 


al. 2008; Sukumar et al. 2013). 


 


Las hormonas vegetales controlan la mayoría de los aspectos del ciclo de vida de 


las plantas mediante la regulación de la expresión del genoma. Es importante 


señalar que los genes regulados por hormonas están involucrados en regular su 


propia homeostasis y distribución (Chapman and Estelle, 2009; Prasad y 


Dhonukshe, 2013). Dentro de los genes de respuesta a auxinas se incluyen factores 


de transcripción requeridos para ciertos procesos específicos de desarrollo, así 
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como genes involucrados en otras vías de señalización hormonal (Chapman and 


Estelle, 2009; Pieterse et al., 2014). 


 


La biosíntesis de las auxinas se da en el ápice del follaje, hojas jóvenes y 


meristemos de la raíz (Ljung, et al., 2001, 2005). A partir de estos sitios de síntesis, 


las auxinas se distribuyen a otros tejidos (Ljung, et al., 2005). Las auxinas recién 


sintetizadas pueden ser transportadas mediante dos vías, la primera es a través del 


floema, llamado transporte pasivo o no polar y el segundo es un transporte de célula 


a célula conocido como transporte activo o polar (Michniewicz, et al. 2007). Una vez 


que han sido transportadas los transportadores AUX1 (auxin-responsive) son los 


encargados de internalizar las moléculas de ácido indol acético protonado del 


apoplasto al interior de la célula (Vieten et al. 2007). Por otro lado, en condiciones 


bajas de auxinas la proteína AUX1 se encuentra unida a los factores de respuesta 


a auxinas (ARFs), lo cual regula negativamente a los genes de respuesta a auxinas. 


Cuando entran moléculas de auxinas a la célula estas se unen a AUX1 formando 


así un complejo (Aux/IAA) que es percibido por la familia de receptores TIR y ABF, 


los cuales generan una poliubiquitinación que convierte al complejo en un blanco de 


degradación vía proteosoma 26, con lo cual se evita la unión del complejo con los 


ARFs, liberandolos hacia el núcleo dándose así la activación de los genes de 


respuesta a auxinas (Fig.4) (Chapman y Estelle 2009). 
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Figura 4 Regulación transcripcional mediada por auxinas. La regulación de los 


genes de respuesta a auxinas se da en cuatro pasos. 1 Los factores de transcripción 


de tipo ARF (factores de respuesta a auxinas) se unen a los elementos de respuesta 


a auxinas (AREs) en la región del promotor de los genes de respuesta a auxinas, 


con lo cual se induce la transcripción de los genes. 2 Las proteínas de respuesta 


temprana a auxinas, Aux/IAAs, se unen a los ARF inhibiendo así la transcripción de 


estos genes. 3 Las proteínas Aux/IAAs son blanco del sistema de degradación 


mediado por el proteosoma 26S. Esta degradación se da a través de la 


ubiquitinación (Ub) de las proteínas Aux/IAAs, esta reacción es catalizada por la 


ubiquitin ligasa SCF E3. 4 La proteólisis mediada por ubiquitinas del Aux/IAAs es 


estimulada por la unión de auxinas a la caja F de la proteína TIR1, el cual es un 


componenete de la ligasa SCF E3 la cual reconoce específicamente a las proteínas 


a ser degradadas. Tomado de Teale et al. 2006 


 


Reportes han demostrado que una variedad de microorganismos durante las 


interacciones con las plantas pueden producir auxinas y precursores de auxinas 
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(Slankis 1973; Spaepen & Vanderleyden 2010; Sukumar et al., 2013). Dentro de 


estos microorganismos está el hongo Trichoderma, el cual es un hongo filamentoso 


de vida libre, el cual ayuda a incrementar la disponibilidad de nutrientes (Kleifeld y 


Chet, 1992), induce modificaciones en la morfología de la raíz principal esto al 


inducir un incremento en la síntesis de raíces secundarias como consecuencia de 


la liberación de hormonas o metabolitos con actividad señalizadora (Limón et al. 


2004; Contreras-Cornejo et al. 2009; Gravel et al. 2007; Roco y Pérez 2001; 


Windham et al. 1986; Contreras-Cornejo et al. 2014 b; Samolski et al. 2012) y 


además ejerce un efecto de biocontrol incluyendo la protección contra 


enfermedades, esto al inducir al sistema de defensa de la planta (Berendsen et al. 


2012; Ortiz-Castro et al. 2009). Estudios recientes demostraron que dos cepas de 


Trichoderma (T. atroviride y T. virens) inducen el crecimiento de plántulas de 


Arabidopsis durante una interacción en contacto directo y a distancia, mostrando 


incrementos significativos en la biomasa y en el crecimiento de las raíces tanto 


principal como secundarias (Contreras-Cornejo et al. 2014; Hung et al. 2013; 


Salazar-Badillo et al. 2015). 


 


 


4.1 El crecimiento de Trichoderma en diferentes sustratos afecta la promoción 


de crecimiento inducido en plantas de Arabidopsis 


 


Con el objetivo de determinar si la promoción de crecimiento inducido por 


Trichoderma en plantas es dependiente del contacto físico entre ambos organismos 


así como de las condiciones del crecimiento del hongo, hemos analizado tres 


condiciones experimentales: 1) interacción donde ambos organismos tienen 


contacto físico directo, 2) interacción sin contacto físico entre ambos organismos 


donde el hongo y la planta crecen en el medio de cultivo murashige skoog (MS) y, 


3) interacción sin contacto físico entre ambos organismos donde la planta crece en 


el medio de cultivo MS y el hongo en el medio Agar Dextrosa Papa (PDA). Las 



https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&biw=1366&bih=667&q=murashige+skoog&spell=1&sa=X&ved=0CBgQvwUoAGoVChMIlsmpgMaXxwIVi5aICh2S-gSn
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interacciones fueron llevadas a cabo en plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-


0 de 13 días de edad, las cuales fueron crecidas con cada una de las cepas de 


Trichoderma, T. atroviride (IMI206040; Ta) y T. virens (GV 28.9; Tv), durante 3 y 5 


días post inoculación (dpi). 


 


Se analizó la biomasa y tres parámetros de la arquitectura de la raíz: longitud de la 


raíz primaria, número de raíces laterales y densidad de las raíces laterales a los 3 y 


5 dpi. A los 3 dpi se observó que las plántulas que crecieron sin contacto directo con 


el hongo (A/Ta; A/Tv; A/Ta PDA; A/Tv PDA), presentaron un marcado incremento 


en el crecimiento y el desarrollo en comparación con las plántulas control así como 


con las plántulas que crecieron en contacto directo con el hongo (At-Ta y At-Tv), 


(Fig. 5). 


 


Figura 5 Fenotipo en plántulas de Arabidopsis durante la interacción con los 


hongos Trichoderma atroviride y Trichoderma virens. Imagines representativas 


de plántulas de Arabidopsis (Col-0) de 13 días de edad en placas Petri divididas 


cultivadas en medio MS después de 3 días post inoculación con los hongos T. 


atroviride y T. virens. Las cepas de Trichoderma fueron co-cultivadas en un sistema 
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de contacto directo y dividido de las plántulas de Arabidopsis. Control plántulas de 


Arabidopsis crecidas en el medio de cultivo MS sin el hongo. At-Ta y At-Tv plántulas 


de Arabidopsis inoculadas en contacto directo con los hongos T. atroviride y T. 


virens, respectivamente. At/Ta y At/Tv plántulas de Arabidopsis inoculadas con T. 


atroviride y T. virens, respectivamente, en un sistema dividido (sin contacto físico), 


donde el hongo y la planta crecen en el medio de cultivo Murashige Skoog (MS). 


At/Ta PDA y At/Tv PDA plántulas de Arabidopsis inoculadas en un sistema dividido 


(sin contacto físico), donde la planta crece en el medio de cultivo MS y el hongo en 


el medio Agar Dextrosa Papa (PDA). El experimento se realizó con 9 repeticiones, 


con 3 plántulas por placa. 


 


Diferencias interesantes fueron observadas en la magnitud de peso fresco inducido 


por cada especie de Trichoderma, donde además el sustrato de crecimiento del 


hongo jugo un papel importante. Las plantas con mayor peso fresco fueron aquellas 


que interaccionaron con el hongo T. virens, interesantemente el mayor incremento 


se observó en las plantas que crecen en el sistema de división cuando T. virens 


crece en medio PDA (At/ Tv PDA). En el caso de T. atroviride el incremento en el 


peso fresco fue similar en ambas condiciones de interacción, directo y separado, 


incrementando aproximadamente un 22% con respecto a las plantas control. (Fig 


6A). En este tiempo de interacción también se observó un decremento en la longitud 


de la raíz principal de las plántulas que crecen en contacto directo con ambas cepas 


de Trichoderma. Interesantemente esta inhibición no fue observada en las plántulas 


que crecen en el sistema dividido, sin contacto, de hecho se observó un pequeño 


incremento de alrededor del 3% en la longitud de la raíz principal (Fig. 6B) cuando 


el hongo crece en el medio de cultivo PDA. Otro dato importante se observó en el 


análisis de las raíces laterales por planta, donde un incremento en el  número de las 


raíces laterales fue observado en ambas condiciones de interacción a distancia (Fig. 


6C, 6D). 



https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&biw=1366&bih=667&q=murashige+skoog&spell=1&sa=X&ved=0CBgQvwUoAGoVChMIlsmpgMaXxwIVi5aICh2S-gSn





 29 


 


Figura 6 Efecto de la inoculación de dos especies de Trichoderma en el 


crecimiento de plántulas de Arabidopsis. Las plántulas de 13 días de edad de 


Arabidopsis (Col-0) crecidas en el sistema de contacto físico directo y dividido 


inoculadas con ambas cepas de Trichoderma (T. atroviride y T. virens) de la Fig. 2 


fueron colectadas y se les analizó los siguientes parámetros: A. Peso Fresco, B. 


Longitud de la raíz principal, C. Número de raíces laterales, D. Densidad de las 


raíces laterales. Control plántulas de Arabidopsis crecidas en el medio de cultivo 


MS sin el hongo. At-Ta y At-Tv plántulas de Arabidopsis inoculadas en contacto 


directo con los hongos T. atroviride y T. virens, respectivamente. At/Ta y At/Tv 


plántulas de Arabidopsis inoculadas con T. atroviride y T. virens, respectivamente, 


en un sistema dividido (sin contacto físico), donde el hongo y la planta crecen en el 


medio de cultivo Murashige Skoog (MS). At/Ta PDA y At/Tv PDA plántulas de 


Arabidopsis inoculadas en un sistema dividido (sin contacto físico), donde la planta 


crece en el medio de cultivo MS y el hongo en el medio Agar Dextrosa Papa (PDA). 


La longitud de la raíz primaria (cm), el número de raíces laterales y la densidad de 


estas fueron determinados a partir de 27 plántulas. El peso fresco (mg) de las 


plántulas se obtuvo en una balanza analítica y los valores obtenidos representan la 


media de nueve grupos de tres plántulas de cada condición de interacción. Las 
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letras indican diferencias significativas entre cada condición (P<0.05), estas 


diferencias fueron determinadas mediante la prueba de Tukey en el programa 


Graph-Pad versión del software 5.0. 


 


Para caracterizar si los cambios fisiológicos observados en las plántulas de 


Arabidopsis son persistentes a tiempos posteriores, se analizaron los mismos 


parámetros a las 5 dpi. El fenotipo registrado a 5 dpi mostró que la promoción del 


crecimiento se mantuvo para ambas cepas en las tres condiciones de interacción 


(Fig.7). 


 


Figura 7 Fenotipo en plántulas de Arabidopsis durante la interacción con los 


hongos Trichoderma atroviride y Trichoderma virens. Fotografías 


representativas de plántulas de Arabidopsis (Col-0) de 13 días de edad en placas 


Petri divididas cultivadas en medio MS después de 5 días post inoculación con los 


hongos T. atroviride y T. virens. Las cepas de Trichoderma fueron co-cultivadas en 


un sistema de contacto directo y dividido de las plántulas de Arabidopsis. Control 


plántulas de Arabidopsis crecidas en el medio de cultivo MS sin el hongo. At-Ta y 


At-Tv plántulas de Arabidopsis inoculadas en contacto directo con los hongos T. 
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atroviride y T. virens, respectivamente. At/Ta y At/Tv plántulas de Arabidopsis 


inoculadas con T. atroviride y T. virens, respectivamente, en un sistema dividido (sin 


contacto físico), donde el hongo y la planta crecen en el medio de cultivo Murashige 


Skoog (MS). At/Ta PDA y At/Tv PDA plántulas de Arabidopsis inoculadas en un 


sistema dividido (sin contacto físico), donde la planta crece en el medio de cultivo 


MS y el hongo en el medio Agar Dextrosa Papa (PDA). El experimento se realizó 


con 9 repeticiones, con 3 plántulas por placa. 


 


Cabe resaltar que aun cuando se observó un incremento en el peso fresco de las 


plántulas en la interacción del sistema dividido con ambas cepas de hongo, fue 


notable que cuando T. virens crece en medio PDA las plantas incrementan su peso 


fresco alrededor de un 200% en comparación con las plantas control (Fig. 8A). 


Resultados similares fueron observados en la longitud de la raíz primaria, siendo T. 


atroviride el hongo que indujo un mayor incremento en la interacción a distancia 


cuando crece en el medio de cultivo MS y T. virens cuando crece en PDA (Fig. 8B). 


En el caso de las raíces laterales se observó un incremento de alrededor de  un 30 


y 46% en la interacción a distancia con ambos hongos (Fig. 8C). 


 



https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&biw=1366&bih=667&q=murashige+skoog&spell=1&sa=X&ved=0CBgQvwUoAGoVChMIlsmpgMaXxwIVi5aICh2S-gSn

https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&biw=1366&bih=667&q=murashige+skoog&spell=1&sa=X&ved=0CBgQvwUoAGoVChMIlsmpgMaXxwIVi5aICh2S-gSn
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Figura 8 Efecto de la inoculación de dos especies de Trichoderma en el 


crecimiento de plántulas de Arabidopsis. Las plántulas de 13 días de edad de 


Arabidopsis (Col-0) crecidas en el sistema de contacto físico directo y dividido 


inoculadas con ambas cepas de Trichoderma (T. atroviride y T. virens) de la Fig. 4 


fueron colectadas y se les analizó los siguientes parámetros: A. Peso Fresco, B. 


Longitud de la raíz principal, C. Número de raíces laterales, D. Densidad de las 


raíces laterales. Control plántulas de Arabidopsis crecidas en el medio de cultivo 


MS sin el hongo. At-Ta y At-Tv plántulas de Arabidopsis inoculadas en contacto 


directo con los hongos T. atroviride y T. virens, respectivamente. At/Ta y At/Tv 


plántulas de Arabidopsis inoculadas con T. atroviride y T. virens, respectivamente, 


en un sistema dividido (sin contacto físico), donde el hongo y la planta crecen en el 


medio de cultivo Murashige Skoog (MS). At/Ta PDA y At/Tv PDA plántulas de 


Arabidopsis inoculadas en un sistema dividido (sin contacto físico), donde la planta 


crece en el medio de cultivo MS y el hongo en el medio Agar Dextrosa Papa (PDA). 


La longitud de la raíz primaria (cm), el número de raíces laterales y la densidad de 


estas fueron determinados a partir de 27 plántulas. El peso fresco (mg) de las 


plántulas se obtuvo en una balanza analítica y los valores obtenidos representan la 


media de nueve grupos de tres plántulas de cada condición de interacción. Las 


letras indican diferencias significativas entre cada condición (P<0.05), estas 


diferencias fueron determinadas mediante la prueba de Tukey en el programa 


Graph-Pad versión del software 5.0. 


 


4.2 Regulación diferencial de genes de respuesta a auxinas durante la 


interacción Arabidopsis - Trichoderma  


 


El fenotipo observado en las plántulas de Arabidopsis, específicamente en la 


raíz primaria y las raíces laterales puede atribuirse al control ejercido por las auxinas 


sobre el desarrollo de la raíz, y por la señalización molecular que se lleva a cabo 


durante la penetración y el establecimiento de la interacción de Trichoderma en las 



https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&biw=1366&bih=667&q=murashige+skoog&spell=1&sa=X&ved=0CBgQvwUoAGoVChMIlsmpgMaXxwIVi5aICh2S-gSn
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raíces de las plantas. A nivel molecular se sabe que los factores de respuesta a 


auxinas (ARF), regulan la expresión de genes de respuesta a auxina, en particular 


se ha reportado que los genes ARF6 y ARF8 juegan un papel esencial en el 


desarrollo (Curaba et al., 2014).  


 


Con el fin de dilucidar sí ARF6 y ARF8 son regulados durante la interacción 


Arabidopsis - Trichoderma, los niveles de expresión de estos genes se analizaron 


mediante qRT-PCR en plantas de 13 días de edad. Para ello se analizaron las tres 


condiciones experimentales ya previamente descritas: 1) interacción donde ambos 


organismos tienen contacto físico directo, 2) interacción sin contacto físico entre 


ambos organismos donde el hongo y la planta crecen en el medio de cultivo 


murashige skoog (MS) y, 3) interacción sin contacto físico entre ambos organismos 


donde la planta crece en el medio de cultivo MS y el hongo en el medio Agar 


Dextrosa Papa (PDA). Las plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 fueron 


crecidas con cada una de las cepas de Trichoderma, T. atroviride (IMI206040; Ta) 


y T. virens (GV 28.9; Tv), durante 3 y 5 días post inoculación (dpi). 


 


A los 3 dpi se observó una inducción significativa del gen ARF6 en las plántulas en 


interacción con T. atroviride, mostrando la mayor inducción las plántulas en la 


interacción a distancia cuando el hongo crece en medio PDA (Fig. 9A). 


Interesantemente, este gen fue reprimido en las plántulas que interactúan con el 


hongo T. virens, observándose bajos niveles de expresión en las plántulas que 


interaccionan en contacto directo (Fig. 9C). A los 5 dpi el gen ARF6 mostro una 


inducción en dos de los tres tipos de interacción analizadas, contacto directo (At-T) 


e interacción a distancia cuando el hongo crece en medio PDA (At/T PDA) con 


ambas especies de Trichoderma. La mayor expresión de este gen se observó en 


las plántulas que interaccionaron en contacto directo con ambas especies de 


Trichoderma (Fig. 9B y 9C).  



https://www.google.com.mx/search?es_sm=93&biw=1366&bih=667&q=murashige+skoog&spell=1&sa=X&ved=0CBgQvwUoAGoVChMIlsmpgMaXxwIVi5aICh2S-gSn
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Figura 9 Expresión del gen ARF6 de Arabidopsis thaliana durante la 


interacción con Trichoderma spp. Plántulas de 13 días de edad de Arabidopsis 


(Col-0) en interacción con Trichoderma spp., a los 3 y 5 dpi. Las cepas de 


Trichoderma fueron co-cultivadas en un sistema de contacto directo y dividido de 


las plántulas de Arabidopsis. A, B Niveles de expresión del gen ARF6 de plántulas 


de Arabidopsis que crecen en contacto directo con T. atroviride (At-Ta), a distancia 


sin contacto físico con el hongo T. atroviride cuando este crece en medio MS (At/Ta), 


y a distancia sin contacto físico con el hongo T. atroviride cuando este crece en 


medio PDA (At/Ta PDA) a los 3 y 5 dpi respectivamente. C, D Niveles de expresión 


del gen ARF6 de plántulas de Arabidopsis que crecen en contacto directo con T. 


virens (At-Tv), a distancia sin contacto físico con el hongo T. virens cuando este 


crece en medio MS (At/Tv), y a distancia sin contacto físico con el hongo T. virens 


cuando este crece en medio PDA (At/Tv PDA) a los 3 y 5 dpi respectivamente. Los 


niveles de expresión del gen ARF6 fueron estimados por qRT-PCR. Las letras 


indican diferencias significativas entre cada condición (P<0.05), estas diferencias 
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fueron determinadas mediante la prueba de Tukey en el programa Graph-Pad 


versión del software 5.0. 


 


Respecto al gen ARF8, a los 3 dpi se observó una inducción en la expresión de este 


gen en las plántulas que interactúan con T. atroviride, siendo de nuevo las plantas 


que interaccionan a distancia cuando el hongo crece en medio PDA las que 


mostraron mayor expresión. (Fig. 10A). En el caso de las plántulas en interacción 


con T. virens, solo aquellas que interactúan a distancia cuando el hongo crece en 


medio PDA mostraron una inducción de este gen (Fig. 10C). A los 5 dpi los 


resultados mostraron un perfil diferencial de expresión para el gen ARF8, lo cual es 


dependiente de la especie del hongo que interaccione con las plantas. En el caso 


de la interacción con T. atroviride, las plántulas en la interacción a distancia 


mostraron una represión de este gen, mientras que en las plantas en la interacción 


en contacto directo se observó una ligera inducción respecto a las plantas control 


sin inocular (Fig. 10B). En cuanto a T. virens una reducción en los niveles de 


expresión de este gen se observó en todas las condiciones de interacción 


analizadas (Fig. 10D). 
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Figura 10 Expresión del gen ARF8 de Arabidopsis thaliana durante la 


interacción con Trichoderma spp. Plántulas de 13 días de edad de Arabidopsis 


(Col-0) en interacción con Trichoderma spp., a los 3 y 5 dpi. Las cepas de 


Trichoderma fueron co-cultivadas en un sistema de contacto directo y dividido de 


las plántulas de Arabidopsis. A, B Niveles de expresión del gen ARF8 de plántulas 


de Arabidopsis que crecen en contacto directo con T. atroviride (At-Ta), a distancia 


sin contacto físico con el hongo T. atroviride cuando este crece en medio MS (At/Ta), 


y a distancia sin contacto físico con el hongo T. atroviride cuando este crece en 


medio PDA (At/Ta PDA) a los 3 y 5 dpi respectivamente. C, D Niveles de expresión 


del gen ARF8 de plántulas de Arabidopsis que crecen en contacto directo con T. 


virens (At-Tv), a distancia sin contacto físico con el hongo T. virens cuando este 


crece en medio MS (At/Tv), y a distancia sin contacto físico con el hongo T. virens 


cuando este crece en medio PDA (At/Tv PDA) a los 3 y 5 dpi respectivamente. Los 


niveles de expresión del gen ARF8 fueron estimados por qRT-PCR. Las letras 


indican diferencias significativas entre cada condición (P<0.05), estas diferencias 
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fueron determinadas mediante la prueba de Tukey en el programa Graph-Pad 


versión del software 5.0. 


 


4.3 METODOLOGÍA 


 


Material vegetal y condiciones de crecimiento 


Las  semillas  de  Arabidopsis  thaliana  Ecotipo Col-0 así como de las mutantes aux 


1-7, jar1, eds1, etr1, ern 2-1, axr 4-1, rhd6 y tir1 fueron esterilizadas  por 10 minutos con 


40% (v/v) de una solución de cloro y lavadas seis veces con agua destilada estéril. 


Fueron puestas  en  cajas  Petri  (150  x  15  mm)  conteniendo  0.2X  de medio 


Murashige  and  Skoog  (MS) [0.2X  sales de MS (Phytotechnology), 1% de agar 


(p/v), 0.75% de sacarosa (p/v)   (pH 7.0)],  las  placas  con  las  semillas  fueron 


puestas a 4  °C  por  dos  días  para su vernalización.  Después  fueron  pasadas  a 


cámaras de crecimiento a 22 ± 1 °C por 11 días. Posteriormente tres plántulas 


fueron transferidas al lado izquierdo de  cajas  Petri divididas conteniendo  medio  


MS  al  0.2x   con  1%  de  agar  (p/v),  0.75%  de sacarosa  (p/v). Plantas de 13 


días de edad fueron inoculadas con esporas de Trichoderma virens como se 


describe a continuación.  


 


Condiciones de crecimiento del hongo e inoculación de plántulas 


Trichoderma virens (GV29.8) y T. atroviride (IMI206040) fueron crecido en placas 


Petri con PDA por 8  días  a  28  °C.  Las  esporas  fueron  colectadas  en  agua  


destilada  estéril a temperatura ambiente. El número total de esporas fue contado 


en el microscopio con una cámara de Neubauer. Como inoculo se utilizó una 


suspensión de 1 × 106 esporas por mililitro.  
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Inoculación de plantas de Arabidopsis  con T.  virens (GV29.8) y T. atroviride 


(IMI206040) 


Plantas de 13 días de edad (9 placas con 3 plantas por placa) fueron colocadas en 


el lado izquierdo de la caja Petri dividida. El ensayo de interacción se llevó a cabo 


en un sistema contacto directo y a distancia de la siguiente manera: 1) plantas 


control sin inoculo, 2) plantas inoculadas en la parte inferior de la placa del lado 


izquierdo donde crecen las plantas (At-Tv; At-Ta), 3) plantas inoculadas a distancia, 


de lado contrario a donde crecen las plantas, es decir en el lado derecho de la placa 


(At/Tv; At/Ta), y  4) plantas inoculadas a distancia, de lado contrario a donde crecen 


las plantas, es decir en el lado derecho de la placa , en este caso el hongo se inoculo 


en medio PDA en el lado derecho de la placa (At/Tv PDA; At/Ta PDA). Después de 


tres días de inoculación el material vegetal fue colectado y congelado con nitrógeno 


líquido. 


 


Extracción de RNA total de Arabidopsis thaliana 


Después  de que se congelaron las plantas con  nitrógeno líquido se pulverizaron 


en un mortero  y se transfirió el tejido molido a tubos Eppendorf de 1.5 ml hasta la 


marca de 0.1 ml sin permitir que se descongelara, se añadió 500 µl del reactivo de 


RNA (Concert™ Plant RNA Reagent; Invitrogen, 2001), mezclándose con vortex 


hasta homogenizar la mezcla y se deja reposando 5 min a temperatura ambiente, 


se centrifugaron 4 min a 13,400 rpm. Después, se transfirió el sobrenadante a un 


tubo libre de RNAasa, agregando 100 µl  de NaCl 5 M y 300 µl  de cloroformo, se 


mezclaron por inversión. Después se centrifugaron durante 13 min a 13,400 rpm y 


la  fase  acuosa  se  transfirió  a  un  tubo  libre  de  RNAasa.  Para  precipitar  se  le 


adicionó un volumen equivalente de isopropanol y se dejó 10 min a temperatura 


ambiente,  después  se  centrifugo  durante  12  min  a  13,400  rpm.  Para  lavar  la 


pastilla, se agregó 1 ml de etanol al 75% y se centrifugó durante 1 min a 13,400 


rpm. Finalmente, se agregaron de 10 a 30 μl de agua libre de RNAasa, mezclando 


por inversión  para  disolver  el  RNA.  Se  almacena  el  RNA  a  -70  °C  hasta  su 


procesamiento con DNAsa. 
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Tratamiento de las muestras con DNAsa 


La muestra del RNA total fue aforado hasta un volumen de 100 µl con agua de DEPC 


estéril en un tubo eppendor de 1.5ml.  Posteriormente se adiciono 0.75 µl de DNAsa 


(1U/ µl) a la muestra total de RNA y 5 µl  del buffer de DNAsa, se mezclo con punta y se 


incubo a 37°C por 30 minutos. A continuación se adiciono 1 µl  de EDTA 25mM a la muestra 


de RNA (temperatura ambiente). Se aforo la muestra a un volumen de 300 µl con agua 


DEPC esteril y se colocan las muestras a 4°C. Adicionar 300 µl de 


fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1), se mezcla por inversión a temperatura 


ambiente y posteriormente se centrifuga por 10 min a 13 000 rpm. A continuación 


se  separa la fase acuosa, la cual es colocada en un tubo nuevo eppendor de 1.5 ml y se 


le añade un volumen igual al de la fase acuosa de cloroformo:isoamilico (24:1), se mexcla 


por inversión y se centrifuga 10 min a 13 000 rpm. Separar la fase acuosa a un nuevo tubo 


eppendor y adicionar 170 µl de acetato de amonio 7.5 M y 1 ml de etanol absoluto 


grado reactivo, mezclar por inversión y colocar a menos 20°C por 30 min. 


Posteriormente centrifugar la muestra por 10 min a 13 000 rpm, se decanta el 


sobrenadante y se lava la pastilla con 500 µl de etanol DEPC al 75%, posteriormente  


se centrifuga 2 min a 13 000 rpm. Finalmente se deja secar la pastilla de 5 a 10 min 


y se resuspende con 30 µl de agua DEPC estéril. Se  almacena  cada muestra de 


RNA  a  -70  °C. 


 


Tiempo real de la transcripción reversa de la reacción en cadena de la 


polimerasa (qRT-PCR) 


Los experimentos de tiempo real de RT-PCR se realizaron en una mezcla de 10 µl 


de reacción compuesta de 5 µl del Mix RT.PCR Power SYBR® Green (2x), 200 nM 


de cada oligonucleótido, 50 ng de RNA y 0.08 μL del Mix de Enzima RT (125X) de 


StepOne RT-PCR, siguiendo las sugerencias del fabricante (Applied Biosystems) y 


usando  el  Sistema  de  Detección  StepOne  Real-Time  PCR  y  el  Software  v2.1 


StepOne (Applied Biosystems). Las condiciones de los ciclos térmicos consistieron 


de 30 min a 48 °C (síntesis de cDNA), 10 minutos a 95 °C (activación de AmpliTaq 
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Gold® ADN  polimerasa)  seguido  por  40  ciclos  de  15  segundos  a  95  °C  para 


desnaturalización, y de alineamiento y extensión de 1 min a 60 °C. 
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V. DISCUSION 


Existen microorganismos que durante su interacción con plantas ejercen efectos 


benéficos en la planta, tal como, aumento de la absorción de agua y nutrientes con 


lo cual se incrementa el crecimiento y la biomasa de las plantas, además del 


incremento en la tolerancia al estrés (Sukumar et al.2013). Trichoderma spp., es un 


hongo filamentoso de vida libre que se ha clasificado como un microorganismo 


benéfico, ampliamente distribuido en el suelo y una gran variedad de ecosistemas. 


Además, es un hongo altamente notable debido a su influencia positiva en el control 


biológico, la protección de la planta huésped hacia enfermedades y la promoción 


del crecimiento por la liberación de hormonas o metabolitos (Contreras-Cornejo et 


al. 2009; Ortiz-Castro et al. 2009; Berendsen et al. 2012). Este hongo tiene gran 


impacto en la agricultura, por lo cual, varias investigaciones han sido centradas en 


el estudio de la interacción entre Trichoderma spp., y las plantas. Arabidopsis 


representa un sistema funcional para estudiar las interacciones planta - 


microorganismo. En este sentido, la interacción Arabidopsis - Trichoderma se ha 


convirtiendo en un modelo para entender las vías de señalización, los mecanismos 


moleculares, la bioquímica y los ajustes fisiológicos llevados a cabo por la planta 


durante esta interacción (Korolev et al. 2008; Contreras-Cornejo et al. 2009; Salas-


Marina et al. 2011; Hermosa et al. 2012; Morán-Diez et al. 2012; Sáenz-Mata y 


Jiménez-Bremont 2012; Yoshioka et al. 2012; Brotman et al. 2013).  


 


En este estudio, se analizaron los cambios en el crecimiento y desarrollo de plantas 


de Arabidopsis thaliana ejercidos por dos cepas de Trichoderma en un sistema de 


interacción in vitro en contacto directo y en división entre ambos organismos. 


Observamos que las plántulas de Arabidopsis que se cultivaron en división sin 


contacto con las cepas de Trichoderma tuvieron mayor desarrollo que aquellas con 


contacto físico. Los resultados mostraron que las plantas en el sistema de división 


alcanzaron mayor peso fresco que los de una interacción directa, así mismo se 


observó un incremento en el número de raíces laterales. Estos efectos fisiológicos 


pueden ser la consecuencia de diferentes modificaciones que el hongo produce en 
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la planta, tales como la modulación de fitohormonas y reguladores del crecimiento. 


Por lo anterior, se analizó el perfil de las poliaminas (PAs) en plántulas de 


Arabidopsis crecidas durante 3 y 5 días con T. virens y T. atroviride. Las PAs son 


moléculas implicadas en el crecimiento y desarrollo de las plantas, así como en el 


establecimiento de interacciones microbio - planta. 


 


Nuestro interés en proporcionar evidencia del papel de las PAs durante la 


interacción Arabidopsis – Trichoderma se debió a que: 1) Las PAs actúan como 


reguladores del crecimiento (Tiburcio et al. 2014; Kim et al. 2014), 2) el perfil de las 


PAs se modifica notablemente durante las interacciones planta – microorganismo 


(Hussain et al. 2011; Walters 2003) y 3) y reportes recienten las coloca como 


potenciales moléculas de señalización (Brotman et al. 2012; Jiménez-Bremont et al. 


2014; Kusano et al. 2015).  


 


Interesantemente, se observaron oscilaciones en los niveles de PAs determinados 


en las plántulas de Arabidopsis durante la interacción con Trichoderma spp., 


reflejando así un cambio significativo en el metabolismo de las PAs analizadas: 


Putrescina (Put), espermidina (Spd) y las tetraminas [espermina (Spm) y 


termoespermina (Tspm)] durante el tiempo de la interacción entre la planta y el 


hongo. Específicamente, se observó que a los 3 dpi, los niveles de PAs 


disminuyeron en las plántulas con ambas especies de Trichoderma 


independientemente de la naturaleza de la interacción (sistema de división y de 


contacto). Una modulación del nivel de PAs ha sido reportado en plantas de Lotus 


glaber en la interacción con hongos micorrícicos (Sannazzaro et al. 2007; Hussain 


et al. 2011). Nuestros datos sugieren que la modulación de las PAs observada a los 


3 dpi en las plantas durante la interacción con Trichoderma spp., puede ayudar al 


hongo de dos maneras: 1) para evitar su reconocimiento como un patógeno y/o 2) 


para resistir la defensa del huésped inducida en el inicio de la asociación. En 


contraste, a los 5 dpi un aumento en los niveles de PAs se observó con ambas 


especies de Trichoderma. Respecto a la interacción con T. atroviride, se detectó el 
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mayor incremento en los niveles de las PAs en el sistema dividido (sin contacto), 


mientras que con T. virens fue en el sistema de contacto. Estas diferencias en el 


perfil de las PAs analizadas en las plántulas que interaccionan con diferentes 


hongos podrían atribuirse a la batería de genes involucrados así como a la 


estrategia de cada especie fúngica para lograr la interacción con la planta. Nuestros 


datos a los 5 dpi, mostraron una clara evidencia de una correlación positiva entre el 


aumento de los niveles de las PAs y un mayor crecimiento de la raíz. Diferencias en 


la concentración de PAs han sido observadas en plantas que interaccionan con 


hongos que mejoran el crecimiento de estas. Brotman (2012) reportó el perfil 


metabólico de plantas de A. thaliana de 20 días de edad que crecen en suelos 


suplementados con Trichoderma asperelloides T-203, y encontraron que Put era un 


metabolito que aumentó durante la interacción entre otros metabolitos tales como 


aminoácidos, azúcares y productos intermedios del ciclo del ácido cítrico. Este 


aumento en el nivel de Put se relacionó con el aumento del crecimiento de las 


plantas de Arabidopsis. Datos similares se observaron en las plántulas de pino 


silvestre durante la interacción con el hongo Paxillus, donde se reportó una 


correlación en el aumento de los niveles de Put y el dramático crecimiento de las 


plántulas (Sarjala et al. 2010). Las variaciones en los niveles de PAs son 


dependientes de la etapa de la simbiosis, la cepa fúngica y la planta hospedero 


(Kytöviita y Sarjala 1997; Sarjala et al. 2010; Fornalé et al. 1999).  


 


Debido a sus importantes  funciones biológicas, los niveles de PAs deben estar 


estrictamente regulados a varios niveles: biosíntesis, conjugación, oxidación y 


transporte. Debido a eso, estuvimos interesados en analizar transcripcionalmente 


los genes de la arginina descarboxilasa (ADC). La ADC es una enzima limitante que 


cataliza el primer paso de la biosíntesis de las PAs, en Arabidopsis existen dos 


genes parálogos: ADC1 y ADC2. Las fluctuaciones observadas en los niveles de 


PAs cuando las plantas estaban interactuando con Trichoderma podrían explicarse 


por el perfil transcripcional de los genes ADC1 y ADC2. En la mayoría de los casos, 


a los 3 dpi observamos que los genes ADC1 y ADC2 fueron regulados en la 
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interacción planta – hongo. Sin embargo, a los 5 dpi se observó un aumento en la 


expresión de ambos genes. Por otro lado, en la interacción directa de Arabidopsis - 


T. atroviride se observaron diferentes niveles de expresión para la ADC que los 


observados para las otras interacciones, el gen ADC2 mostró una expresión más 


alta, mientras que ADC1 presentó una represión. Estos datos sugieren que el gen 


ADC2 tiene un papel importante en la interacción directa de Arabidopsis – T. 


atroviride. En interacciones de plantas con microorganismos patogénicos se ha 


reportado un aumento en la expresión de los genes ADC y de los niveles de Put. 


Rodriguez-Kessler (2008), reporto un aumento en los niveles de Put en tumores de 


maíz inducidos por Ustilago maydis, donde una regulación del gen ZmADC1 fue 


observada. Resultados similares sobre la acumulación de Put y la regulación de los 


genes ADC se reportaron en plantas de Arabidopsis durante la interacción con 


Rhodococcus fascians (Stes et al. 2011). Nuestros datos muestran un perfil 


diferencial de los niveles de PAs lo que sugiere que las PAs podrían participar en la 


intrincada señalización y reprogramación de Arabidopsis cuando la planta interactúa 


con el hongo Trichoderma spp. 


 


En la interacción a distancia entre ambas cepas de Trichoderma con Arabidopsis 


notablemente se observó que el crecimiento de la raíz primaria no se inhibe en 


comparación con las plantas de Arabidopsis que crecen en contacto directo con los 


hongos. Esta inhibición del crecimiento de raíces primarias de Arabidopsis se ha 


observado anteriormente cuando el hongo se cultiva en contacto con la planta 


(Contreras-Cornejo et al. 2009; 2014a; 2014b). Además, se observó que las plantas 


cultivadas sin contacto con hongos generaron el mayor número de raíces laterales. 


Estos fenotipos observados en las raíces primarias y laterales de Arabidopsis 


pueden atribuirse al control realizado por las auxinas en el desarrollo de la raíz, así 


como a la señalización molecular llevada a cabo durante la interacción, penetración 


y el establecimiento de Trichoderma en las raíces de las plantas. 
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Las auxinas son moléculas pequeñas cuya función principal es la de regular el 


crecimiento de la planta. Los diversos procesos de desarrollo controlados por las 


auxinas, son el alargamiento del tallo, la dominancia apical, la iniciación del 


crecimiento de las raíces, el desarrollo del fruto y el tropismo. A nivel molecular se 


ha reportado que las auxinas pueden modificar la expresión génica en minutos de 


una manera dramática y selectiva en las plantas (Teale et al. 2006). La regulación 


génica efectuada por las auxinas es llevada a cabo a través de las proteínas 


Aux/IAA y la familia de factores de transcripción ARF (factores de respuesta a 


auxinas), los cuales regulan la expresión de los genes de respuesta a auxinas 


(Teale et al. 2006; Chapman y Estelle, 2009). Los ARFs juegan un papel importante 


en el crecimiento y desarrollo de la planta, reportes demuestran que ARF6 y ARF8 


pueden actuar de manera conjunta y que son componentes clave del desarrollo 


floral y radicular de las plantas (Curaba et al. 2014). Se ha reportado que los genes 


ARF6 y ARF8 regulan el crecimiento tanto vegetativo como reproductivo de los 


tejidos de las plantas (Nagpal et al. 2005; Chapman y Estelle. 2009; Liu et al. 2014). 


Nagpal, 2005, reporto que la doble mutante de estos genes las plantas no logran 


desarrollar la flor y además que se disminuyen las concentraciones de ácido 


jasmónico. Por otro lado, Li, 2010, mostró que estos genes no son regulados por la 


flagelina, un patrón molecular asociado a patógenos (PAMPs) ya bien 


caracterizado. Interesantemente, nuestros resultados mostraron que durante la 


interacción Arabidopsis – Trichoderma se da una regulación de los genes ARF6 y 


ARF8, y que esta regulación es dependiente de la etapa de la simbiosis, la cepa 


fúngica y la condición de interacción. 
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VI. CONCLUSIONES 


Con el objetivo de evaluar si el efecto de promoción de crecimiento descrito 


previamente del hongo Trichoderma en plantas es dependiente del contacto físico 


entre la planta y el hongo, se llevó a cabo la caracterización de la interacción en 


contacto directo y dividido de plantas de Arabidopsis thaliana con dos cepas del 


género fúngico Trichoderma.  


 


A nivel de fenotipo los resultados mostraron que en la interacción a distancia con 


ambas cepas de Trichoderma los parámetros analizados de biomasa, longitud de la 


raíz primaria, número de raíces laterales y densidad de las raíces laterales 


presentaron valores mayores que los obtenidos en la interacción en contacto 


directo. Interesantemente, el crecimiento de la raíz principal no se acorta en la 


interacción a distancia como ocurre en la interacción en contacto directo. Incluso las 


raíces de las plantas que interaccionan a distancia son las que presentan mayor 


número de raíces laterales.  


 


A nivel molecular los resultados mostraron que lo observado a nivel de fenotipo 


puede ser consecuencia de las diferentes modificaciones que el hongo produce en 


la planta, tal como es la modulación de los genes involucrados ya sea en la 


biosíntesis, conjugación y transporte de los reguladores del crecimiento y / o 


fitohormonas tales como las poliaminas y auxinas, los cuales deben ser regulados 


de manera estricta.  


 


Los resultados derivados de este trabajo evidencian la comunicación que se 


produce entre las plantas y los hongos benéficos, en el que las plantas son capaces 


de reconocer los compuestos derivados de hongos y afinar sus respuestas de 


defensa y de crecimiento. 
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Resumen 
 
Acumulación diferencial de poliaminas y de los transcritos de las argininas 


descarboxilasas de Arabidopsis durante la interacción con dos cepas de 


Trichoderma 


 
Dentro de su entorno las plantas interaccionan con una amplia gama de 


microorganismos. El estudio de estas interacciones se ha centrado en aquellas 


consideradas como patogénicas, por lo cual, es necesario estudiar la biología, la 


bioquímica y genética de las interacciones benéficas. El presente trabajo se 


enfocó en dilucidar algunas de las moléculas involucradas en la promoción de 


crecimiento ejercido en plántulas de Arabidopsis thaliana por el hongo benéfico 


Trichoderma spp., en una interacción a distancia y en contacto directo. Por lo 


anterior, lo primero que se llevó a cabo fue el análisis de parámetros de 


crecimiento vegetal tales como peso fresco, longitud de raíz principal y número de 


raíces secundarias de Arabidopsis thaliana en la interacción en contacto directo y 


a distancia con dos cepas del hongo Trichoderma, T. virens y T. atroviride, a los 3 


y 5 días post inoculación. En ambos tiempos de interacción se observó un 


incremento en el crecimiento y desarrollo de las plántulas, así mismo el número de 


las raíces laterales aumento e interesantemente la raíz principal no inhibió su 


crecimiento en las plántulas que interaccionaron a distancia con respecto a las 


plántulas en interacción directa. Lo anterior, nos llevó a estudiar ciertas moléculas 


involucradas en el en el crecimiento y desarrollo de las plantas, tales como las 


poliaminas y las auxinas. Las poliaminas son pequeñas moléculas implicadas en 


el crecimiento y desarrollo de la planta, así como en el establecimiento de las 


interacciones planta - microorganismo. Mientras que las auxinas son pequeñas 


hormonas vegetales producidas en muy bajas concentraciones, las cuales también 


juegan un papel clave en el desarrollo de las plantas. En lo que respecta a las 


poliaminas se analizó el perfil de las poliaminas superiores putrescina, 


espermidina y espermina en la interacción Arabidopsis – Trichoderma en el 


sistema dividido y a distancia. Los resultados mostraron un perfil diferencial de 


estas poliaminas, lo cual es dependiente del tiempo de interacción, tipo de 


interacción, así como de la especie de Trichoderma. Finalmente en lo que 


respecta a las auxinas se analizó la expresión de dos de los factores de respuesta 


a auxinas, el ARF6 y ARF8. Los resultados mostraron una expresión diferencial en 


ambos genes, la cual fue dependiente de las condiciones de la interacción, lo cual 


se relaciona directamente con el crecimiento vegetativo de las plantas. En 


conjunto los resultados evidencian que los reguladores de crecimiento tales como 


las poliaminas y las auxinas juegan un papel en la interacción. 


PALABRAS CLAVE. Arabidopsis thaliana;  Trichoderma atroviride; Trichoderma 


virens; poliaminas; auxinas; interacción a distancia 
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Abstract 
 


Differential accumulation of polyamines and transcripts of arginine 


decarboxylase of Arabidopsis during the interaction with two Trichoderma 


species 


  
Within their environment plants interact with a wide range of 


microorganisms. The study of interactions has focused on those considered to be 


pathogenic, whereby it is necessary understand the biology, biochemistry and 


genetics of beneficial interactions. This research focused in analyze some 


molecules involved in the growth promotion exerted on Arabidopsis seedlings by 


the beneficial fungus Trichoderma spp., in a direct contact and split system 


interaction. We quantified biomass production and parameters of root architecture 


such as primary root length, number of emerged lateral roots, and lateral root 


density at 3 or 5 days post-inoculation (dpi) during direct contact and split system 


interaction with the two fungal strains used: Trichoderma virens and Trichoderma 


atroviride. In both times of interaction an increase in growth and development of 


plantlets, as well as an increase on number of lateral roots was observed. 


Interestingly not inhibition of primary root length was observed on plantlets that 


growth without fungus contact. The above, led us to study molecules involved in 


the growth and development of plants, such as polyamines and auxin. Polyamines 


are small molecules implicated in several plant growth and developmental 


processes, also in the establishment of plant - microbe interactions. Auxins are 


small plant hormones produced in very low concentrations, which play a key role in 


the development of plants. Regarding to polyamines, the free levels of the main 


polyamines in plants, putrescine, spermidine and spermine were quantified in the 


Arabidopsis – Trichoderma split and contact interaction. The results showed a 


differential profile of these polyamines, which are dependent of time and type of 


interaction, as well as the Trichoderma species. Finally the expression of two auxin 


response factors, ARF6 and ARF8, were analyzed. The results showed differential 


expression in both genes, this was dependent on the conditions of interaction, 


therefore is directly related to the vegetative growth of plants. Overall, our results 


show that growth regulators such as auxin and polyamines play a role in the 


Arabidopsis – Trichoderma interaction. 


 


KEY WORDS. Arabidopsis thaliana; Trichoderma atroviride; Trichoderma virens; 


polyamines; auxins; split growth system. 


 
 


 





