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Resumen

Efecto de la induccién del crecimiento de plantas durante la interaccién en
contacto y a distancia con los hongos benéficos Trichoderma spp. y
Metarhizium anisopliae

Comprender las interacciones entre plantas y microorganismos benéficos es fundamental
para la gestion sustentable de la agricultura. En esta tesis, nos enfocamos a estudiar los
efectos que ejercen el hongo micoparasitico Trichoderma y el entomopatdégeno
Metarhizium en crecimiento de plantas. En el primer capitulo se avalué el efecto que
ejercen T. virens y T. atroviride sobre el crecimiento de la planta modelo Arabidopsis
thaliana. Para ello se realizaron interacciones en contacto fisico y a distancia bajo
condiciones in vitro. Nuestros datos muestran que Trichoderma spp. promueve el
crecimiento y desarrollo de la parte aérea y de las raices, generando una mayor biomasa
particularmente sin contacto fisico. Ademas se encontré que Trichoderma es capaz de
modular una respuesta dependiente de auxinas en Arabidopsis, la cual fue revelada a
través de la linea reportera DR5:uidA y la mutante rhd6 en Arabidopsis. La identificacion
de los compuestos organicos volatiles emitidos en la interaccion Arabidopsis-Trichoderma
sin contacto fisico revelé que se producen principalmente sesquiterpenos. Durante la
interaccion sin contacto entre Arabidopsis-Trichoderma a bajas temperaturas (12 °C)
observamos que Trichoderma mitiga el efecto negativo de la temperatura. Ademas,
encontramos que Trichoderma es capaz de inducir la expresion del gen AtERD14 en
Arabidopsis bajo esta condicién de estrés. En el segundo capitulo, se evaluo el efecto
ejercido por tres cepas de M. anisopliae sobre A. thaliana en interacciones en contacto
directo y a distancia. Nuestros resultados revelaron que las tres cepas de Metarhizium
evaluadas potencian el crecimiento en Arabidopsis, principalmente durante las
interacciones a distancia; ademas encontramos que Metarhizium incrementa el contenido
de clorofila a en Arabidopsis en ambas condiciones de interaccion. El analisis de
compuestos organicos volatiles durante la interaccion Metarhizium-Arabidopsis sin
contacto fisico mostré que principalmente se emiten B-cariofileno y O-cimeno. Finalmente
se evalud el co-cultivo de M. anisopliae con plantas de Arabidopsis, tomate y maiz
cultivadas en macetas, en donde observamos que las tres cepas de Metarhizium
evaluadas aumentaron la biomasa de Arabidopsis, tomate y maiz. Este estudio aporta
evidencia sobre el efecto positivo ejercido por Trichoderma spp. y M. anisopliae sobre el
crecimiento de plantas, asi como el potencial de los compuestos organicos volatiles
emitidos por estos hongos sobre el crecimiento vegetal.

PALABRAS CLAVE: Arabidopsis thaliana, Auxinas, Compuestos Organicos
Volatiles, Jitomate, Metarhizium anisoplaie, Maiz, Trichoderma virens,

Trichoderma atroviride.

viil



Abstract

Trichoderma spp. and Metarhizium anisopliae improve plant growth under
contact and distance interacti

Understand the interactions between plants and beneficial microorganisms are essential
for the sustainable management of agriculture. In the present study, we examined the
effects exerted by the mycoparasitic fungus Trichoderma and the entomopathogen
Metarhizium on plant growth. In the first chapter, the effect exerted by T. virens and T.
atroviride on Arabidopsis thaliana plant growth was evaluated. For this, physical and split
interactions were carried out under in vitro conditions. Our data show that Trichoderma
spp. promotes the growth and development of shoots and roots of Arabidopsis, particularly
without physical contact. Also, we found that Trichoderma triggers an auxin-dependent
response in Arabidopsis, which was revealed through the DR5:uidA reporter line and rhd6
mutant of Arabidopsis. Volatile organic compounds identification revealed that during
Arabidopsis-Trichoderma interaction without physical contact sesquiterpenes are mainly
produced. During Arabidopsis-Trichoderma interaction without physical contact at low
temperatures (12°C), we observed that Trichoderma mitigates the negative effect of cold
stress on Arabidopsis. Furthermore, we found that Trichoderma induced the expression of
a cold-related gene (AtERD14) in Arabidopsis under this stress condition. In the second
chapter, under in vitro assays we evaluated the effect exerted by three M. anisopliae
strains on A. thaliana plant growth through physical and split interactions. Our results
revealed that three Metarhizium strains evaluated promote Arabidopsis growth, mainly
during split interactions. Also, we found that Metarhizium increases the chlorophyll a
content in Arabidopsis in both interaction conditions. The analysis of volatile organic
compounds revealed that [(-caryophyllene and O-cymene were emitted during
Arabidopsis-M. anisopliae interactions. Finally, the co-cultivation of M. anisopliae with
Arabidopsis, tomato, and maize plants grown in pots was assessed. We observed that the
three Metarhizium strains increased the biomass of Arabidopsis, tomato, and maize plants.
This study provides evidence of positive effect exerted by Trichoderma spp. and M.
anisopliae on plant growth, as well as the potential of volatile organic compounds emitted

by these fungi on plant growth.

KEYWORDS: Arabidopsis thaliana, auxins, tomato, Trichoderma virens,

Trichoderma atroviride, Metarhizium, Maize, Volatile Organic Compounds.
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. INTRODUCCION

1.1 Principios de las interacciones planta-microorganismo

Las plantas son organismos autotrofos, es decir que no necesitan una fuente
de carbono organico para lograr su crecimiento, ya que por medio de la
fotosintesis sintetizan su propia materia organica a través del proceso de
fotosintesis. Mediante este proceso el CO, capturado de la atmosfera es
utilizado para la produccion de carbohidratos, generalmente almidéon y/o
sacarosa, en menor proporcion azucares como glucosa y fructosa (Heldt y
Piechulla 2010). Una parte de estos servira como base para la biosintesis de
aminoacidos, lipidos, acidos organicos, asi como de moléculas mas complejas
como proteinas y membranas, necesarios para el crecimiento y desarrollo de
las plantas. El resto de estos productos sintetizados se almacenaran en tallos,
hojas semillas y raices en forma de reservas (Alberts et al., 2002). Sin
embargo, una fraccion de los compuestos sintetizados a través de la
fotosintesis no seran utilizados directamente por la planta para su propio
crecimiento, sino que seran transportados a las raices y liberados en la
rizosfera como rizédeposiciones (Nguyen 2003). Las rizddeposiciones estan
constituidas por compuestos de exudados de raices que incluyen azucares,
aminoacidos, acidos organicos, hormonas, vitaminas, secreciones de
mucilagos células senescentes de la raiz y al final cuando la planta muere la
raiz se puede considerar como parte de estas deposiciones (Nguyen 2003;
Paterson et al., 2007). El suelo alberga una infinita cantidad de especies de
microorganismos los cuales son heterétrofos, es decir que necesitan una fuente
de carbono organico para lograr su crecimiento. La liberacion de compuestos
ricos en carbono en la rizésfera es una fuente importante de nutrientes para
estos microorganismos heterotréficos del suelo que los metabolizara y asi
encontrara la fuente de energia necesaria para su crecimiento. Se he reportado
en distintas especies de plantas que alrededor del 20% del carbono fijado
durante el proceso de fotosintesis es liberado al suelo a través de la

rizodeposicion (Hutsch et al., 2002; Nguyen 2003); es decir, esta cantidad de



compuestos exudados no son utilizados por las plantas para su desarrollo, lo
cual representa un gasto energético para la planta (Hutsch et al., 2002; Nguyen
2003). En cambio, estos compuestos son utilizados por los microorganismos
colonizadores de la rizésfera como fuente de energia. Si este proceso de
rizodeposicion representa un gasto energético para las plantas vy
aparentemente solo los microorganismos heterétrofos que colonizan la
rizosfera se benefician, se abre la siguiente pregunta ;cdmo es que este
proceso se ha mantenido durante la evolucién de las plantas?; de hecho, no
sucede asi, sino que los compuestos liberados al suelo son parte de un
intercambio trofico (Morgan et al., 2005; Van Der Heijden et al 2008). Por su
parte, los microorganismos del suelo participan en la descomposicion dinamica
de la materia organica, solubilizan minerales mediante la produccion de acidos
organicos, ademas algunos producen fitohormonas o precursores de éstas que
son necesarias para el crecimiento de las plantas (Jacoby et al., 2017). De esta
manera las plantas obtienen diversos beneficios de los microorganismos que
dependen de la rizodeposicion como fuente de energia; por lo tanto, existe un
equilibrio entre el gasto energético y beneficios obtenidos. Sin embargo, este
aparente equilibrio depende de factores ambientales, asi como de las especies
de microorganismos presentes en el suelo lo que determinara si la interaccion
sera positiva, negativa o neutral (Da et el., 2004).

Es asi como, de manera imperceptible a simple vista, las asociaciones entre las
plantas y los microorganismos se llevan a cabo en todos los nichos ecologicos,
siendo las plantas los hospederos de grandes comunidades de
microorganismos de todo tipo, como bacterias, hongos, nematodos y protistas.
Estos microorganismos pueden encontrarse sobre la superficie de las plantas
(epifitos) o colonizando tejidos internos de estas (endofitos) (Tadych et al.,
2009). Las plantas proveen tres nichos distintos para los microorganismos, los
cuales son: la filésfera, la endosfera y la rizésfera. La filésfera corresponde al
area foliar de las plantas, se considera relativamente pobre en nutrientes en
comparacion con la rizoésfera; no obstante, esta alberga una gran cantidad de

insectos y microorganismos (Turner et al., 2013). Por otra parte, la endésfera



es considerada la parte interior de los tejidos de la planta (hojas, tallos vy
raices). Se ha reportado que la endosfera solo es colonizada por
microorganismos endofitos; sin embargo, algunos patégenos latentes pueden
comportarse como enddfitos y segun las condiciones ambientales y/o el
genotipo del hospedero pueden causar sintomas de enfermedad (Jamesand
Olivares 1998). La rizésfera es el area del suelo inmediata a las raices vivas de
las plantas, en donde se llevan a cabo la mayoria de las interacciones planta-
microorganismo debido a que en esta area las plantas liberan las
rhizodeposiciones (Turner et al., 2013). Si bien muchos de estos
microorganismos encontrados en la rizésfera son patégenos, una proporcion
significativa de estos son capaces de promover el crecimiento y desarrollo de
las plantas mediante distintos mecanismos tales como solubilizacion de
fosfatos, fijacion de nitrégeno, produccion de fitohormonas, supresion de
patdgenos e induccién de la resistencia a diferentes tipos de estrés bidtico y
abidtico (Meena et al., 2017). En este sentido, el microbioma del suelo es
considerado un recurso biolégico cada vez mas valioso ya que dentro de estas
comunidades se encuentran microorganismos considerados como benéficos ya
gue son capaces de mejorar el rendimiento en los cultivos de muchas especies

de plantas de interés agrondmico (Gopal y Gupta 2016).

1.2 Respuestas de las plantas ante la interaccion con microorganismos

En la naturaleza las plantas estan en contacto con una infinidad de
microorganismos diferentes tanto benéficos como patdgenos, por lo tanto, a
través de su evolucion las plantas han desarrollo la capacidad integrar las
diferentes sefales que perciben del entorno ante una posible infeccion o
colonizacion por microorganismos (Gust et. al., 2012). Este proceso es
mediado por dos vias; la primera es el reconocimiento de moléculas
especificas conservadas en muchos microorganismos. Estas moléculas son
conocidas como patrones moleculares asociados a microorganismos 0 a
patogenos PAMP o MAMP (Pathogen-associated molecular pattern or Microbe-

Associated Molecular Patterns). Estas moléculas se encuentran altamente



conservadas tanto en microorganismos patdgenos, benéficos y comensales.
Las PAMP 6 MAMP son reconocidas por proteinas receptoras de
reconocimiento de patrones PRR (pattern recognition receptors), que se
localizan en la superficie de las células vegetales. La percepcion de estos
elicitores generales desencadenan una amplia gama de reacciones, que
culminan en la activacion de la llamada resistencia basal o inmunidad activada
por PAMP (PAMP-Triggered Immunity) PTI o MAMP (MAMP Triggered
Immunity Microbial) MTI (Jones y Dangl, 2006; Nicaise et al., 2009). La
segunda linea de defensa esta mediada por el reconocimiento directo o
indirecto de un efector dado a través de las proteinas de resistencia a
enfermedades (proteinas R) que reconocen las DAMPs (patrones moleculares
asociadas a peligro) (Mazzotta y Kemmerling, 2011), las cuales resultan en
inmunidad activada por efectores ETI (effector-triggered immunity) (Jones y
Dangl 2006). La respuesta ETI es generalmente una respuesta MTI acelerada y
amplificada, que da como resultado una respuesta de defensa efectiva
(resistencia) que en la mayoria de los casos conduce a una muerte celular
localizada, conocida como respuesta hipersensible (HR). Ambas respuestas de
defensa desencadenan cascadas de senalizacion que involucran MAP cinasas,
factores de transcripcion, microRNA (miRNA), especies reactivas de oxigeno
(ROS), proteinas de choque térmico (HSPs), canales ionicos (Nejat y Mantri
2017), asi como también algunas fitohormonas tales como el acido jasmonico
(JA), etileno (ET), acido abscisico (ABA), acido salicilico (SA), y en menor

proporcion citoquininas, brasinoesteroides y auxinas (Han y Kahmann 2019).

1.3 Microorganismos colonizadores de la rizésfera

La colonizacién de la rizésfera es el resultado de un complejo intercambio de
senales entre las plantas y los microorganismos, las cuales determinan el tipo
de relaciones que se seran establecidas, dando lugar a interacciones
benéficas, neutrales o perjudiciales para las plantas. En este sentido los
microorganismos que interactuan con las plantas pueden ser clasificados en

tres grupos: patdogenos, comensales y benéficos (Thrall et al., 2007). Los



patdogenos limitan severamente la produccion de diversos cultivos de interés
agronomico en todo el planeta. Los comensales o neutros por definiciéon son
aquellos que no dafan, pero tampoco aportan algun beneficio a las plantas; sin
embargo, algunos estudios sugieren que las comunidades de estos son
moldeadas por las plantas (Compant et al., 2019). Por su parte, los
microorganismos considerados como benéficos son aquellos que mediante
diferentes mecanismos son capaces de ejercer un efecto positivo sobre el
desarrollo de las plantas y se les conoce colectivamente como
microorganismos promotores del crecimiento de plantas (PGPM por sus siglas
en ingles). A su vez los PGPM se pueden clasificar en varios grupos: 1)
microroganismos bioestimulantes, los que producen fitohormonas o metabolitos
precursores similares; 2) microorganismos biocontroladores o bioprotectores,
los que son capaces de antagonizar los patdogenos de las plantas; 3)
microorganomos solubilizadores, son capaces de movilizar o solubilizar
nutrientes minerales como el fosforo que no esta quimicamente disponible para
las plantas o fijar nitrégeno atmosférico; y 4) los microorganismos bioelicitores,
gue son capaces de activar los sistemas de defensa de la planta (Rajput et al.,
2019). Ademas, existen microorganismos entomopatdgenos, los cuales actuan
como bioinsecticidas capaces de biocontrolar a los insectos que se alimentan
de hojas y raices (Kupferschmied et al. 2013; Mantzoukas y Eliopoulos 2020).
Sin embargo, existe evidencia que un mismo microorganismo puede exhibir
varios de estos rasgos simultaneamente (bioestimulantes, biocontrol,

solubilizadores y bioelicitores) (Woo and Pepe et al., 2018).

1.3.1 Microorganismos endoéfitos

Dentro de las comunidades de microorganismos considerados como benéficos
se encuentran los enddfitos, los cuales son capaces de establecer relaciones
simbidticas con las plantas. Se consideran enddfitos a todos los organismos
que estan en interaccion con las plantas y que en alguna etapa de su ciclo de
vida pueden colonizar tejidos vegetales internos sin causar dafio aparente a su

huésped. (Petrini 1991). Los microorganismos endofitos se encuentran



ampliamente distribuidos en todos los ecosistemas y la manera de como llegan
a colonizar las plantas es a través de dos vias; transferencia vertical y
horizontal. En la transferencia vertical se da cuando las plantas ya colonizadas
por el enddfito generan semilla, y los enddfitos presentes en la semilla se
transfieren a la siguiente generacion, lo que permite la transmisién los
microorganismos endoéfitos entre la planta huésped y la descendencia
(Hodgson et al., 2014). La via horizontal de transferencia de los endéfitos es a
través de esporas y/o fragmentacion de hifas en el caso de hongos, también
por agentes de dispersién bidticos (insectos) o abidticos (viento y lluvia) de una
planta a otra, logrando asi la transmision de endéfitos entre diferentes especies
plantas (Frank et al., 2017; Yan et al., 2019). La asociacién planta-endofito no
sucede de manera aleatoria, si no que se rige por muchos factores tales como
la especie vegetal, tipo de suelo, temperatura, comunidades de
microorganismos que compiten por colonizar la rizésfera entre otros (Toju et al.,
2013; Bonito et al. 2014; Lé Van et al., 2017). En este sentido, se ha descrito
que los microorganismos enddfitos estimulan el desarrollo de las plantas
huéspedes a través de la produccion de fitohormonas, ademas promueven la
absorcion de nutrientes mediante la modificacion del sistema radicular,
protegen a las plantas en contra de fitopatégenos activando el sistema de
defensa de las plantas, asi como la produccion de compuestos antimicrobianos
(Nair y Padmavathy 2014; White et al., 2019).

1.4 Mecanismos de accion en plantas de los microorganismos
promotores del crecimiento

La promocion del crecimiento de las plantas mediado PGPM puede atribuirse a
efectos directos o indirectos. La promocién directa del crecimiento puede ser
mediada por una mejor adquisicién de nutrientes como la fijacion de nitrégeno
(N) por los microorganismos denominados "diazotrofos", asi como la liberacién
de fosforo organico e inorganico por microorganismos solubilizadores de
fosforo (PSMs). Los PSM utilizan varios mecanismos para hacer que el fosforo

sea accesible y lo absorban. Estos incluyen acidificacién del suelo, quelacion,



mineralizacion y la produccion de enzimas como fosfatasas y sintasas (Wuest
et al., 2009; Kalayu et al., 2019). También, los PGPM son capaces de aumentar
la disponibilidad de Fe mediante la produccion de sideréforos (Neumann vy
Roémheld 2007). Ademas de la movilizacion de nutrientes, los PGPM también
pueden estimular directamente el crecimiento de las plantas mediante la
produccion de compuestos organicos volatiles (VOCs), y de fitohormonas tales
como acido indolacético (IAA), citoquininas y giberelinas; otros mecanismos
que se han reportado es la produccion de enzimas por ejemplo la ACC
desaminasa que al inhibir la sintesis del etileno promueve el crecimiento de las
raices, y moléculas como las N-acyl-homoserina lactonas que activan el
quérum sensing y también promueven el crecimiento vegetal (Contreras-
Cornejo et al., 2009 Zuniga et al., 2013; Glick 2014; Fincheira y Quiroz, 2018;
Lubna et al., 2018; Nieto-Jacobo et al; 2018; Jaroszuk-Sciset et al., 2019;
Pazarlar et al., 2020). La promocion indirecta del crecimiento en plantas por
PGPM, incluyen los efectos de metabolitos secundarios como antibiéticos que
inhiben el crecimiento de microorganismos patégenos en la rizésfera, ademas
de ciertas moléculas como péptidos y proteinas que son producidas por estos
microorganismos que funcionan como elicitores que inducen el sistema de
defensa adquirida y la resistencia sistémica inducida ante diferentes tipos de

estrés bidtico y abidtico (Sriram et al., 2009; Kumar y Verma 2018).

1.4 Mecanismos de accion de los hongos promotores del crecimiento
vegetal

Los hongos promotores del crecimiento vegetal (Plant growth-promoting fungi
PGPF) conocidos colectivamente como hongos benéficos, son un grupo
filogenéticamente diverso de microorganismos que tienen la capacidad de
detener el crecimiento de fitopatégenos, y/o tienen la capacidad de producir
compuestos bioactivos que potencian el crecimiento de diversas especies
vegetales (Beneduzi et al., 2012; Hossain y Sultana 2020). El efecto de los
hongos benéficos sobre las plantas puede variar segun el huésped (genotipo

de la planta), el estado fisiolégico del huésped, la disponibilidad de nutrientes,



las condiciones ambientales y la interaccion con el microbioma (Cheng et al.,
2019). Los hongos benéficos contribuyen en la proteccion de la planta huésped
contra los diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico mediante tres
mecanismos:

a) Directos: a través de enzimas y/o metabolitos secundarios producidos por
los hongos benéficos como antibioticos los cuales tienen efectos en contra de
otros hongos o microorganismos que compiten por la colonizacion de la
rizosfera.

b) Indirectos: Se dan mediante el incremento o inducciéon de los mecanismos
de defensa de la planta huésped.

c) Ecolégicos: se llevan a cabo mediante la competencia por nicho ecoldgico,
parasitismo y predacion.

En este sentido estudios recientes han demostrado que muchas especies de
hongos que solo se les habia estudiado por llevar a cabo una funcién en
especifica, hoy se sabe que algunas especies son capaces de desempefiar
mas de un papel biolégico. Un ejemplo de estos hongos son algunas especies
del genero Trichoderma las cuales son capases de suprimir hongos patégenos,
estimular el crecimiento y desarrollo vegetal, e incrementar la resistencia al
estrés bidtico y la tolerancia al estrés abiético (Hermosa et al., 2012; Brotman
et al., 2013). En este sentido, se han reportado significativos aumentos en el
rendimiento de cultivos de interés comercial después de la inoculacion con
hongos del genero Trichoderma, como T. asperellum, T. atroviride, T.
harzianum, T. virens y T. viride, y hongos microrrizicos arbusculares AMF
(Arbuscular mycorrhizal fungi) (Bagyaraj y Ashwin 2017). Otras especies de
hongos que también han sido ampliamente estudiados y utilizados como una
alternativa amigable con el medio ambiente en el control de plagas agricolas y
vectores de enfermedades son los hongos entomopatégenos (Zhao et al.,
2016). Ademas de infectar insectos, estudios recientes han revelado que
algunas especies de hongos entomopatdgenos tales como Beauveria bassiana,
Lecanicillium spp., Purpureocillium lilacinum y Metarhizium spp. tienen la

capacidad de colonizar las raices de diferentes especies de plantas como



enddfitos, también actian como antagonistas de microorganismos patégenos, y
promueven el crecimiento vegetal (Greenfield et al. 2016; Ownley et al. 2010;
Lépez y Sword 2015; Sasan y Bidochka 2012). Debido a la multifuncionalidad
que han presentado algunos de los hongos benéficos en la agricultura se han
desarrollado diferentes formulaciones que se comercializan principalmente

como productos bioestimulantes y de biocontrol (Du 2015).

1.6 Metabolitos secundarios producidos por hongos promotores del
crecimiento vegetal y su efecto en plantas

Los hongos producen una gran cantidad de compuestos que no estan
involucrados directamente en su crecimiento, desarrollo o reproduccion, a estos
compuestos se le conoce como metabolitos secundarios. Dichos compuestos
les permiten colonizar con éxito un nicho ecoldgico al conferir la capacidad de
competir por nutrientes, disuadir a los depredadores y comunicarse con otros
organismos en el medio ambiente (Gershenzon y Dudareva 2007). Los
metabolitos secundarios producidos por hongos pueden ser clasificados en
cuatro grupos principales: policétidos, terpenoides, compuestos derivados del
acido shikimico y péptidos no ribosomales (Pusztahelyi et al., 2015. Ademas,
los hongos son capaces de producir metabolitos hibridos tales como los
meroterpenoides, los cuales son fusiones entre terpenos y policétidos (Geris y
Simpson 2009). Dependiendo del tipo de compuesto y de la cantidad pueden
generar diferentes efectos sobre otros organismos, por ejemplo, algunos
policétidos producidos por especies de Trichoderma, Bacillus, Aspergillus y
Penicillium tienen efecto de antibidsis sobre otros organismos como bacterias,
nematodos y hongos (Jakubczyk y Dussart 2020). Hongos pertenecientes al
filum Ascomycota y Basidiomycota son productores prolificos de compuestos
terpenoides estructuralmente diversos. Las clases de terpenoides identificados
en hongos incluyen sesqui-di- y triterpenos (Quin et al., 2014). Por otra parte,
los compuestos derivados del acido shikimico producidos por hongos son los
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina, triptéfano, indoles, derivados de

indoles, alcaloides, y otros metabolitos aromaticos. En este sentido se he



reportado que algunos de estos compuestos, tales como indoles, triptofano y
algunos compuestos aromaticos, promueven el crecimiento de plantas (Sattar
et al., 1987; Contreras-Cornejo et al., 2009; Zou y Yu 2010; Liao et al., 2017).
Por otra parte, los péptidos no ribosomales que estan formados por un rango
de 2 a 20 residuos de aminoacidos son una clase de metabolitos secundarios
producidos por bacterias y hongos con una gran diversidad estructural. La
biosintesis es catalizada por enzimas llamadas no ribosomal péptido sintasas
(NRPSs). Estas enzimas pueden producir diferentes variantes de un péptido el
cual puede tener la misma estructura, pero con mondémeros diferentes en
determinadas posiciones lo que puede dar lugar a una actividad biolégica
diferente (Caboche at al., 2007). La mayoria de los peptaiboles han sido
identificados y aislados en hongos. En particular el género Trichoderma
produce una gran cantidad de peptaiboles, los cuales se pueden clasificar en
tres clases de acuerdo su longitud en las secuencias de aminoacidos las cuales
son: peptaiboles de secuencia larga 18-20 residuos de aminoacidos,
peptaiboles de secuencia corta con 11-16 residuos y lipopeptaiboles con 6 a 10
residuos (Daniel y Rodrigues 2007). Los peptaiboles son compupuestos
anfipaticos lo que les permite formar canales idnicos dependientes del voltaje
en las membranas lipidicas (Chugh y Wallace, 2001), lo cual podria ser la base
para sus diferentes actividades biolégicas tales como antimicrobianos,
antitumorales, asi como la capacidad de inducir la defensa de la planta
(Szekeres et al., 2005; Leitgeb et al., 2007; Kredics et al., 2013). Uno de los
peptaiboles mas estudiados es la Alameticina producida por algunas especies
de Trichoderma, y se ha demostrado que es capaz de estimular el sistema de
defensa de las plantas (Kredics et al., 2013); sin embargo, puede llegar a ser
toéxico para las células vegetales a concentraciones elevadas (Rippa et al.,
2010). Otro ejemplo de un peptaibol con actividad sobre plantas es la
Trichokonin VI (TK VI) producido por T. longibrachiatum, el cual se ha
reportado que inhibe el crecimiento de la raiz principal al suprimir la division y el
alargamiento celular esto debido a una interrupcion en los gradientes de

auxinas en las puntas de las raices principales (Shi et al., 2016). Otra clase de
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compuestos producidos por hongos son los meroterpenoides, los cuales son un
grupo extenso de metabolitos secundarios de origen biosintético mixto
policetidos-terpenoides (Matsuda y Abe 2016). Los meroterpenoides estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza, éstos han sido aislados de plantas
terrestres, invertebrados marinos y microorganismos como hongos y bacterias
(Matsuda y Abe 2016). Los hongos son los productores mas prolificos de
meroterpenoides, estos compuestos tienen una enorme diversidad estructural,
que surge de modificaciones sucesivas tales como alquilacion, condensacion,
oxidacién y reduccion confiriéndoles una amplia gama de actividades biolégicas
y farmacoldgicas (Geris y Simpson 2009; Matsuda and y 2016). Muchos de los
metabolitos secundarios producidos por los hongos durante la interaccion con
plantas son compuestos volatiles organicos (Volatile Organic Compounds,
VOCs). Diversos VOCs tienen la capacidad de promover el crecimiento y
desarrollo de las plantas, asi como de la activacion de genes de la planta
relacionados a la tolerancia frente a diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico
(Jalali et al., 2017; Gonzalez-Pérez et al., 2018).

1.7 Caracteristicas del género Trichoderma

Trichoderma es un género de hongos que se reproducen sexual y
asexualmente, y se encuentra comunmente en el suelo y colonizando las
raices de las plantas de la mayoria de los ecosistemas. Las especies de
Trichoderma son invasoras oportunistas, de rapido crecimiento y productores
prolificos de metabolitos secundarios con capacidad de inhibir o suprimir
diferentes especies de microorganismos; estas propiedades hacen a
Trichoderma una especie ecolégicamente dominante (Harman et al., 2004).
Debido a la capacidad que presenta Trichoderma spp. de micoparasitar y
suprimir diferentes hongos fitopatdégenos, algunas especies de Trichoderma
han sido utilizadas ampliamente en la agricultura como agentes de control
biolégico (Mukherjee et al., 2013). Trichoderma es capaz de antagonizar
microorganismos  fitopatdgenos indirectamente  mediante  antibiosis,

competencia por especio y nutrientes 6 directamente mediante el
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micoparasitismo (Sharma y Gothalwal 2017). Ademas de actuar como agente
de biocontrol, muchas especies de Trichoderma son capaces de colonizar
externa e internamente las raices de diferentes especies de plantas logrando
establecer simbiosis (Mukherjee et al., 2012). Algunas especies de
Trichoderma han sido ampliamente estudiadas y caracterizadas, ya que tienen
la capacidad de estimular el crecimiento e incrementar produccion de plantas
de interés agronomico mediante diferentes mecanismos. Estos mecanismos
incluyen la solubilizacion de nutrientes mediante la produccion de sideroforos,
produccién de fitohormonas o precursores de estas, asi como la emision de
VOCs, lo que impacta en el incremento de la tasa de germinacion, en la
biomasa, asi como en la tolerancia a diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico
(Xiong y Zhu et al., 2001; Contreras-Cornejo et al., 2009; Delgado-Sanchez et
al., 2010; Saenz-Mata y Jiménez-Bremont 2010; Salazar-Badillo et al., 2015).
Ademas, Trichoderma tiene la capacidad de suprimir una gran cantidad de
microorganismos fitopatdogenos mediante micoparacitismo y/o antibiosis
(Harman 2006).

1.7.1 Establecimiento de la interaccion Trichoderma con plantas

Las interacciones de Trichoderma spp. con varias especies vegetales han sido
estudiadas desde diferentes enfoques tales como: agrondémicos,
medioambientales, fisioldégicos, bioquimicos y moleculares. Los exudados
radiculares son una fuente rica de carbono y de energia para la mayoria de los
microorganismos que habitan la rizosfera. Para Trichoderma no es la
excepcion, por lo que a través de la evolucidén diferentes especies de este
género han desarrollado la capacidad de colonizar las raices de plantas
logrando establecer una simbiosis. La colonizacion implica la capacidad de
adherirse a las raices y resistir los metabolitos toxicos producidos por la planta
en respuesta a la penetracion (Harman y Shoresh 2007). En Trichoderma la
resistencia a compuestos toxicos se ha relacionado con el sistema de
transportadores ABC, los cuales son un complejo sistema de bombas de

membrana que participan en la detoxificacion cuando micoparasita otros
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hongos (Ruocco et al., 2009). Estos sistemas de transportadores podrian estar
funcionando también en el proceso de la colonizacion de las raices de las
plantas. Ademas, se ha reportado que Trichoderma tiene la capacidad de
degradar rapidamente aleloquimicos como los &cidos fendlicos, que se
acumulan en las plantas como respuesta a la colonizacion de las raices (Chen
et al., 2011). Adicionalmente, Trichoderma tiene la capacidad de inhibir la
produccion de fitoalexinas (Masunaka et al., 2011). La colonizacién de la raiz
se ve favorecida debido a que el hongo produce compuestos tipo auxina que
promueven el crecimiento de la raiz, aumentando asi el area de superficie
disponible de interaccion con el hongo (Contreras-Cornejo et al., 2009;
Mukherjee et al., 2012).

Una vez que Trichoderma se adhiere a las raices forma estructuras tipo
apresorios los cuales se enrollan alrededor de las raices mediante las
hidrofibinas, las cuales son pequefias moléculas hidrofébicas que recubren las
superficies celulares del hongo; también Trichoderma spp. secreta proteinas de
tipo expansina con mddulos de unién a celulosa y poligalacturonasa para
facilitar la penetracion de la raiz (Brotman et al., 2008; Moran-Diez et al., 2009).
Se ha reportado que en un periodo de 72 horas después de la colonizacion de
las raices por Trichoderma, este ha penetrado las primeras capas de las
células corticales y epidermales de la raiz, en respuesta la planta realiza un
reforzamiento de las paredes celulares mediante la deposicion de grandes
cantidades de callosa (Chacén et al., 2007). Estos dep0ésitos de callosa impiden
a Trichoderma la entrada a los haces vasculares remitiéndo la colonizacion
solo a las primeras capas de las raices (Yedidia et al. 1999). Una vez dentro de
las raices, Trichoderma puede crecer intercelularmente donde el crecimiento se
limita principalmente al apoplasto, la epidermis y las primeras capas de células
corticales (Hermosa et al., 2012). Aunque se ha reportado que ciertas especies
de Trichoderma han sido aislados como enddfitos, algunas de estas especies
son: Trichoderma martiale, Trichoderma hamatum, Trichoderma amazonicum y
Trichoderma asperellum (Hanada et al., 2008; Bae et al., 2009; Chaverri et al.,

2011; Rosmana et al., 2018). Ademas, se ha reportado que Trichoderma
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produce fitohormonas, lo cual facilitaria la colonizacion de las raices
(Mukherjee et al., 2012). Mediante estudios transcripcionales, se ha observado
que en las primeras horas de interaccion de Trichoderma con la planta se lleva
a cabo una disminucion en la expresion de genes de defensa relacionados con
las rutas de sefalizacion de acido salicilico (SA) y acido jasmoénico (JA) /
etilieno (ET), permitiéndole al hongo colonizar las raices (Moran-Diez et al.,
2012). En este sentido, se ha reportado que la modulaciéon de las rutas de
sefalizacion SA y JA/ET en Arabidopsis son influenciadas por los factores de
trancripcion WRKYs durante la exposicion planta hongo. Saenz-Mata y
colaboradores (2014) reportaron que durante las primeras horas de la
interaccion Arabidopsis-T. atroviride se induce la expresion de factores de
transcripcion AtWRKY8, AtWRKY33, AtWRKY38, AtWRKY42 y AtWRKY®60, los
cuales se han reportado como reguladores positivos de la ruta de sefalizacién
del JA. En este mismo estudio se observd que los factores de transcripcion
AtWRKY70 y AtWRKY54, los cuales son marcadores de la sefalizacién del SA,
se inducen durante la interaccion tardia Arabidopsis-Trichoderma (Saenz-Mata
et al., 2014). La sefRalizacion de las rutas hormonales esta finamente regulada
en plantas durante la interaccidon con microorganismos, por ejemplo se ha
reportado que plantas de Arabidopsis con mutacion en el gen ICS1
(isocorismato sintasa), el cual es clave para la sintesis de SA, son incapaces
de formar depdsitos de callosa en las paredes celulares de las raices durante la
interaccion con T. harzianum; como consecuencia Trichoderma fue capaz de
colonizar los haces vasculares de las plantas y llegar hasta el area foliar
(Alonso-Ramirez et al., 2014).

La interaccion Trichoderma-planta es un proceso dinamico en el que, segun la
especie de Trichoderma utilizada, concentracion del inéculo aplicado, tipo de
especie vegetal, el estado de desarrollo de la planta, y el tiempo de la
interaccion se pueden traslapar las cascadas de sefalizacion mediadas por las
rutas de JA/ET y/o SA (Hermosa et al., 2012; Saenz-Mata et al., 2014;

Mendoza-Mendoza et al., 2018). Ademas, el dialogo molecular entre la planta y
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el hongo no se puede separar de las respuestas de la planta contra estrés
abidtico, lo que conlleva a formar una red interconectada en que las
fitohormonas como el acido indol-acético, acido abscisico y las giberelinas
desempenan también un papel importante durante la colonizacion (Pieterse et
al., 2009; Hermosa et al., 2013).

1.7.2 Efecto de Trichoderma en plantas

Como se menciond anteriormente, se ha reportado que especies del genero
Trichoderma son capaces de estimular el crecimiento vegetal (Baker 1989;
Kleifeld, y Chet 1992; Near et al., 1994). Recientemente el efecto positivo de
Trichoderma sobre la promocidn del crecimiento en varias especies vegetales
ha sido estudiado utilizando sistemas in vitro. Con base a estos estudios se han
propuesto diversos mecanismos mediante los cuales Trichoderma es capaz de
estimular el crecimiento vegetal, incluyendo la produccion de fitohormonas,
sideréforos, y compuestos organicos volatiles (VOCs) (Harman et al., 2004;
Vinale et al., 2008; Hung et al 2013; Nieto-Jacobo et al., 2017). La colonizacion
de la raiz mediante un mecanismo dependiente de auxinas ha sido reportada
por varios autores, se ha demostrado que especies de Trichoderma tienen la
capacidad de producir fitohormonas, asi como la capacidad de inducir la
biosintesis de estas en plantas durante la interaccion (Bjorkman 2004;
Contreras-Cornejo et al., 2009; Nieto-Jacobo et al., 2017). En interacciones in
vitro de Trichoderma con la planta modelo Arabidopsis thaliana se ha reportado
que el hongo modifica la arquitectura radicular inhibiendo la elongacion de la
raiz principal y generando un mayor numero de raices laterales en la planta; se
ha propuesto que esto se debe a una redistribucién de auxinas hacia las raices
laterales provocado por ciertos metabolitos secundarios como los peptaiboles
secretados por el hongo, los cuales podrian acumularse en espacios reducidos
como la placa de Petri provocando este fendbmeno en las raices (Shi et al.,
2016). También, se ha reportado que Trichoderma acidifica el medio del cultivo
provocando la inhibicion de la raiz principal y una redistribucion de auxinas

(Pelagio-Flores et al; 2017). Otro mecanismo mediante el cual Trichoderma
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promueve el crecimiento de plantas es por medio de la producciéon de
sideroforos, estos metabolitos hacen posible que ciertos minerales como el
Fe*® sean biodisponibles para las plantas (Vinale et al., 2013). El crecimiento
de plantas mediado por VOCs producidos por Trichoderma también ha sido
documentado recientemente, estos compuestos se abordaran en el siguiente

apartado de este trabajo de tesis.

Por otra parte, ha sido documentado que la colonizacién de raices por ciertas
cepas de Trichoderma incrementa la resistencia a diferentes tipos de
patégenos en diversas especies de plantas (Yedidia et al., 2003; Harman et al.,
2004; Chacén et al., 2007; Yuan et al.,, 2019). Se ha reportado que la
colonizacion de Trichoderma confiere un “priming” a la planta mediante la
activacion del sistema de defensa inducido (ISR) y la resistencia sistémica
adquirida (SAR), las cuales son activadas por MAMPs, por proteinas con
actividad no enzimatica como Sm1, y el peptaibols18 mer (Hanson and Howell,
2004; Djonovi¢ et al., 2007; Viterbo et al., 2007). Asimismo, se ha reportado
que las vias de senalizacion del acido jasmonico, salicilico y etileno son
activadas por Trichoderma, las cuales estan asociadas a la resistencia

sistémica en plantas (Lorito et al., 2010; Bae et al., 2011; Hermosa et al., 2012).

Por otra parte, se ha reportado que Trichoderma induce tolerancia contra
diferentes tipos de estrés abidtico. En este sentido se ha reportado que plantas
en co-cultivo con T. harzianum bajo estrés salino incrementaron el contenido de
prolina, asi como fenoles y flavonoides, ademas de un incremento en el
contenido de clorofilas (Mona et al., 2017). En otro estudio donde se evalud el
efecto ejercido por la cepa T6 de T. longibrachiatum durante el co-cultivo con
plantas de trigo sometidas a estrés salino, se encontr6 que las plantas
inoculadas con el hongo aumentaron biomasa, el contenido de clorofila y
prolina. Ademas, los autores reportaron que T. longibrachiatum activa el
sistema antioxidante bajo estrés salino, ya que el contenido de malondialdehido

disminuyo considerablemente y la actividad de las enzimas antioxidantes como
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la superoxido dismutasa (SOD), la peroxidasa (POD) y la catalasa (CAT)
incrementaron notablemente en comparacion con plantas no inoculadas con la
cepa T6 (Zhang et al., 2016). El incremento en la tolerancia al estrés por frio
mediado por Trichoderma también ha sido reportado. Plantas de tomate
inoculadas con la cepa AK20G de T. harzianum desarrollaron una mayor
eficiencia fotosintética ademas un aumento en el contenido de prolina, mientras
que la tasa de peroxidacion de lipidos y la fuga de electrolitos disminuyé bajo
estrés por frio a (8 °C) (Ghorbanpour et al., 2018). También, se ha reportado
que Trichoderma mitiga el estrés causado por metales pesados y metaloides
como aluminio, arsenico y cobre, y en plantas, en donde se atribuye que
Trichoderma impacta incrementando la biomasa radicular, mejorando la
disponibilidad de nutrientes, e induciendo la hiper-acumulacion de metales en
los tejidos vegetales y la actividad de enzimas antioxidantes (Revisado por
Tripathi et al., 2013).

1.7.3 Compuestos organicos volatiles (VOCs) producidos por
Trichoderma

Las especies de Trichoderma son prolificas productoras de una gran cantidad
de metabolitos de los cuales algunos tienen importancia biotecnoldgica
(Mathivanan et al., 2008; Mukherjee et al., 2012). Entre los metabolitos
secundarios producidos por Trichoderma estan los compuestos organicos
volatiles (VOCs); los cuales son compuestos de bajo peso molecular con una
presion de vapor lo suficientemente alta como para vaporizarse y entrar en fase
gaseosa a temperaturas y presiones atmosféricas normales (> 0,01 kPa)
(Insam y Seewald 2010). La propiedad de difusion los VOCs en el aire, en
liquidos y en suelos porosos permite que los VOCs producidos por
Trichoderma jueguen un papel importante en la comunicacion quimica entre
organismos, tanto a corta como a larga distancia (Schulz-Bohm et al., 2017).
Se ha reportado que, cuando plantas, bacterias, e incluso otros hongos son
expuestos a las mezclas de VOCs producidos por Trichoderma presentan

diferentes respuestas, como la estimulacién o inhibicion del crecimiento
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(Schmidt et al., 2015; Ditengou et al., 2015; de Boer et al., 2019. Guo et al.,
2019). En este sentido, se ha reportado el potencial de los VOCs emitidos por
Trichoderma como agentes de control bioldgico en la proteccion de las plantas
contra bacterias y hongos fitopatdgenos (Kanchiswamy et al., 2015; Schalchli et
al., 2016). Por ejemplo T. harzianum que ha sido ampliamente utilizado en la
agricultura como agente de biocontrol produce una gran cantidad de VOCs
(Siddiquee et al., 2012). Dentro de estos compuestos identificados se
encuentran pironas, las cuales se ha reportado que suprimen el crecimiento del
hongo fitopatégeno Gaeumannomyces graminis (Ghisalberti et al., 1990).
Ademas, se ha descrito que VOCs producidos por T. harzianum inhiben el
crecimiento Aspergillus flavus, y se ha propuesto como una alternativa de
control biolégico para evitar la acumulacién de aflatoxinas durante el
almacenamiento de granos de maiz (Aguero et al., 2008). También, se ha
estudiado el efecto fungicida de VOCs identificados en otras especies de
Trichoderma, por ejemplo 2-propanona, 2- methyl-1-butanol, y heptanal
producidos por T. viride inhiben el desarrollo de hongos degradadores de la

madera (Humphris et al., 2001).

1.7.4 Compuestos organicos volatiles producidos durante la interaccion
de Trichoderma-planta

Se ha demostrado que las plantas responden activamente a los VOCs emitidos
por Trichoderma, y estas respuestas han despertado el interés en las areas de
ecologia y agronomia, debido a que se ha reportado que ciertos VOCs
producidos por especies de Trichoderma mejoran el crecimiento de las plantas
y las protegen contra el estrés bidtico y abidtico (Jalali et al., 2017). La mayor
parte de estas investigaciones se ha realizado en sistemas in vitro utilizando la
planta modelo A. thaliana para investigar el efecto que ejercen los volatiles
producidos por Trichoderma. El efecto de VOCs identificados en Trichoderma
sobre plantas fue reportado inicialmente aplicando los compuestos de manera
exégena en los cuales se observd que estos compuestos eran capaces de

modular algunos procesos fisiolégicos. En este sentido, uno de los primeros
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VOCs identificados en T. atroviride fue el 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6-PP)
(Collins y Halim, 1972). El uso principal de este compuesto fue en la industria
alimentaria como aditivo debido a su caracteristico olor a coco. El primer
reporte de los efectos del 6PP en plantas fue realizado en 1986 por Cutler y
colaboradores. Este se probd aplicandolo exdgenamente en coledptilos
etiolados de trigo. Los autores reportaron que 6-PP inhibié totalmente el
crecimiento de los coleoptilos (Cutler et al., 1986). En un estudio posterior se
reportd que el 6PP aplicado de manera exdégena fue capaz de incrementar la
biomasa y modificar la arquitectura radicular en plantas de tomate, asi como
incrementar la resistencia contra patdégenos, los autores reportan que el efecto
fue dependiente de la concentracion de 6PP suministrada (Vinale et al., 2008).
Respecto a este mismo compuesto, en un estudio reciente se observd que la
aplicacion de bajas concentraciones de 6PP a plantulas A. thaliana promueven
el crecimiento de las plantas y altera la arquitectura de las raices, inhibiendo el
crecimiento de las raices primarias e induciendo la formacion de raices
laterales (Garnica-Vergara et al., 2016). Respecto a este mismo compuesto
(6PP) se reporto que durante la interaccidén de T. asperellum IsmT5 (una cepa
egipcia) con A. thaliana sin contacto fisico se identifico6 al 6PP como
predominante, observando una inhibicion del crecimiento de las plantas (Kottb
et al., 2015).

En este sentido se ha reportado que otros VOCs emitidos por Trichoderma
ademas del 6PP tienen un efecto sobre el desarrollo de plantas. Lee y
colaboradores (2019) reportaron el efecto que ejercen 26 estandares de VOCs
identificados en Trichoderma sobre el crecimiento de plantas. Estos 26
compuestos fueron probados individualmente aplicandolos de manera exégena
en Arabidopsis. Como resultado se reporté que solo 8 de los 26 compuestos
probados promovieron el crecimiento e incrementaron el contenido de clorofila
en Arabidopsis; estos compuestos fueron 2-methyl-1-propanol, 2-methyl-1-
butanol, 3-methyl-1-butanol, 2-heptanone, acido octanoico, limoneno, 1-decano
y 2-heptylfuran (Lee, et al., 2019).
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Ademas, se han identificado los perfiles de VOCs emitidos durante la
interaccion de algunas especies de Trichoderma con plantas sin contacto fisico.
Durante la interaccion Arabidopsis-T. virens sin contacto fisico fueron
identificados 51 compuestos diferentes. Las plantas expuestas a estos VOCs
acumularon una mayor biomasa, generaron mas raices laterales, acumularon
una mayor cantidad de clorofila y florecieron antes con respecto a las plantas
sin interaccion. También, se reportd que entre los 51 compuestos identificados
el alcohol isobutilico, alcohol isopentilico y el 3-metilbutanal fueron los
compuestos mas abundantes (Hung et al., 2013). En otro estudio Lee y
colaboradores (2016) realizaron la identificacion de los VOCs producidos por
20 cepas de Trichoderma pertenecientes a 11 especies durante la interaccidn
con A. thaliana. En este analisis se identificaron 147 diferentes VOCs donde la
mayoria de estos fueron sesquiterpenos, diterpenos y tetraterpenos. En ese
estudio se reporto que las respuestas mediadas por volatiles de Trichoderma
en Arabidopsis fueron especificas de la cepa y la especie (Lee et al., 2016).
Otro estudio reportd que plantas de Arabidopsis expuestas a interaccion sin
contacto fisico a cuatro cepas de Trichoderma pertenecientes a tres especies
diferentes (T. virens, T. atroviride, T. “atroviride B” LU132 y T. asperellum)
tuvieron mayor biomasa, raices laterales y clorofila. El analisis realizado por los
autores reveld que los perfiles de VOCs varian dependiendo de cada especie,
donde T. virens fue la especie que mas VOCs emitié siendo la mayoria de

estos sesquiterpenos (Nieto-Jacobo et al., 2017).

Adicionalmente, se ha reportado que los VOCs producidos por Trichoderma
tienen la capacidad de incrementar la tolerancia a estrés abidtico en plantas.
Jalali y colaboradores (2017) evaluaron individualmente el efecto de los VOCs
producidas por 13 especies de Trichoderma (T. orientalis, T. asperellum T.
atroviride 1, T. atroviride 2, T. brevicompactum, T. citrinoviride, T. cressum,T.
harzianum, T. koningii,T. koningiopsis, T. longibrachiatum, T. viride, T.

viridescens) en interaccion con A. thaliana bajo estrés salino. Se reporté que
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las mezclas de volatiles producidas por nueve de las cepas evaluadas (T.
orientalis, T. atroviride, T. citrinoviride, T. harzianum, T. koningii, T.
koningiopsis, T. longibrachiatum, T. viride, T. viridescens) promueven la
ganancia de biomasa y contenido de clorofila en plantas sin estrés. En cambio,
cuando la interaccion se realizd bajo la presencia de sal solo tres de esas
cepas promovieron la ganancia de biomasa en Arabidopsis (T. orientalis, T.
koningii y T. viridescens). Ademas, en ese mismo trabajo se reportd que
plantas en presencia de sal expuestas a los VOCs producidos por T. koningii
producen menos peroxido de hidrogeno (H»O.) (Jalali, et al., 2017). La
resistencia al estrés bidtico mediada por VOCs producidos por Trichoderma
durante la interaccion con plantas también ha sido reportada en plantas de
interés agrondmico. Por ejemplo, VOCs producidos por T. asperellum T1
inhibieron el crecimiento de los hongos fitopatégenos Corynespora cassiicola
y Curvularia aeria en plantas de lechuga infectadas; ademas las plantas
expuestas a los VOCs de T. asperellum T1 aumentaron la actividad de las

enzimas degradadoras de quitinasa y 8-1,3-glucanasa (Wonglom et al., 2020).

1.8 El hongo entomopatégeno Metarhizium spp.

El género de ascomicetos Metarhizium (Hypocreales: Clavicipitaceae) se
compone principalmente de especies entomopatdégenas, que en su mayoria
producen conidios verdes en los insectos que infectan, por lo cual se les
conoce comunmente como “muscardina verde” (Kepler et al., 2014). Existe
evidencia que Metarhizium spp. tiene la capacidad de infectar mas de 200
especies de insectos y acaros (Roberts et al., 2004; Zimmermann et al., 2007),
por lo cual han sido utilizados ampliamente como agentes de control bioldgico
en todo el mundo. Los procesos de infeccion son similares al de otros hongos
patdégenos de insectos, que incluyen adhesion, germinacion, formacion de
apresorios, penetracion, colonizacion de la hemolinfa y esporulacion (Santi et
al., 2010; Ment et al., 2010; Sanjaya et al 2013; Aw y Hue 2017). Metarhizium

ha sido considerado como un organismo saprofito con un ciclo dual de vida
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tanto como habitante del suelo como patdgeno de insectos (Roberts y Humber
1981). Sin embargo, en estudios recientes se ha demostrado que ciertas
especies de Metarhizium desempefian otras funciones en la naturaleza como
colonizadores de la rizésfera, como endéfitos y como agentes promotores del
crecimiento vegetal (Wyrebek et al., 2011; Liao et al., 2014; Greenfield et al.,
2016; Jaber y Ownley 2018).

1.8.1 Interaccion de Metarhizium spp. con la rizosfera

La aglomeracién de hongos en la rizésfera es un fendbmeno ampliamente
estudiado ya que en esta area las plantas liberan una gran cantidad de
compuestos ricos en carbono (Nguyen 2003). La interaccion entre Metarhizium
y las raices de las plantas fue demostrada por Hu y St. Leger (2002). Para ello
se utilizé la cepa de M. anisopliae ARS8EF 1080 que sobre-expresa la proteina
reportera GFP (Green Fluorecence Protein). Se encontré que Metarhizium no
se distribuye aleatoriamente en el suelo, sino que presenta preferencias con la
rizésfera, en la que fue mas abundante en comparacién a otras areas
circundantes de la rizosfera, lo que sugiere que Metarhizium ademas de
parasitar insectos compite por las rhizodeposiciones liberadas por las plantas
(Hu y Leger 2002). En este sentido, se ha reportado que cuando Metarhizium
se encuentra colonizando la rizésfera presenta una mayor actividad de
biocontrol (Bruck 2005).

Otro estudio que aporta evidencia de que Metarhizium tiene una estrecha
relacion con las plantas es el reportado por Fang y St. Leger (2010), en donde
identificaron un transportador de oligosacaridos el MRT (Metarhizium Raffinose
Transporter) que es indispensable para el crecimiento de estos hongos en
sustratos cuya unica fuente de carbono son oligosacaridos. Este transportador
MRT solo se ha identificado en los hongos filamentosos de las familias de los
Ascomicetos y Basidiomicetos.La mutacion del gen MRT en M. robertsii no
presentd cambios en la capacidad de infectar insectos, pero si en su capacidad

de colonizar la rizésfera (Fang y St. Leger 2010).
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Por otro lado, se ha reportado que M. anisopliae se adhiere a insectos y plantas
usando dos proteinas relacionadas a la adhesion como MAD1 y MAD2, en
donde MAD1 se expresa en la hemolinfa de insectos, mientras MAD2 en
exudados de raices de plantas (Wang y St. Leger, 2007). La mutante de MAD1
retrasa la germinacién de esporas, reduce la formacion de blastosporas vy la
virulencia contra insectos; mientras que la mutante de MAD2 impide la
adhesion de M. anisopliae a la epidermis de las plantas, pero no esta afectada
en la germinacién de esporas, en la formacion de blastosporas ni en la
entomopatogenicidad (Wang y St. Leger, 2007). La funcion de MAD2 indica
que Metarhizium ha logrado establecer relaciones estrechas con las plantas a
través de la evolucidon. En este sentido, un estudio de transcriptomica
comparativa, mostré que Metarhizium comparte >16% de identidad genética
con hongos patogenos particularmente de plantas, lo que sugiere que
Metarhizium ha evolucionado con la capacidad para establecer interacciones

estrechas con plantas (Gao et al., 2011).

1.8.2 Efecto de la inoculacién de Metarhizium spp. en plantas

En la ultima década han sido publicados varios trabajos en los cuales se
reportan la interaccion de hongos entomopatdégenos con plantas y el efecto que
ejercen sobre estas. En particular se ha reportado que especies pertenecientes
al género Metarhizium son capaces de colonizar la rizosfera de varias especies
vegetales, incluso algunas de estas especies han sido aisladas como enddfitas
de plantas (Sasan y Bidochka 2012; Jaber y Enkerli 2016). El efecto sobre el
crecimiento vegetal a partir de la inoculacion de cepas de Metarhizium también
ha sido reportado recientemente en varias especies vegetales de interés
agronémico tales como maiz, tomate, algodoén, haba, frijol y yuca (Kabaluk y
Ericsson 2007; Elena et al., 2011; Akutse et al., 2013; Lopez et al., 2015;
Greenfield et al., 2016). Los mecanismos mediante los cuales Metarhizium
promueve el crecimiento vegetal se desconocen casi por completo. Sin

embargo, se ha reportado que Metarhizium robertsii es capaz de producir acido
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indol-3-acético (IAA). Utilizando la linea reportera para auxinas BA::GUS y la
linea mutante rhd6 de Arabidopsis, Liao y colaboradores (2017) proponen que
M. robertsii promueve el crecimiento en A. thaliana mediante un mecanismo
dependiente de auxinas.

También, ha sido reportado que Metarhizium spp. es capaz de mitigar algunos
tipos de estrés abidtico en plantas. En este sentido, plantas de soya sometidas
a estrés salino que fueron co-cultivadas con la cepa LHLo7 de M. anisopliae
mostraron una mayor tolerancia al estrés, lo cual se reflejo mediante la
acumulacion de biomasa, con el aumentd del contenido de clorofilas, de
prolina, de la superdxido dismutasa y de la tasa fotosintética en comparacion
con plantas no inoculadas (Khan et al., 2012). La deficiencia de nutrientes es
otro tipo de estrés abidtico que afecta a las plantas, respecto a este se ha
reportado que M. brunneum tiene la capacidad de mitigar clorosis causada por
deficiencia de hierro en plantas de altramuz, sorgo, trigo y girasol crecidas en

suelos calcareos (Sanchez-Rodriguez et al., 2016).

1.9 Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Arabidopsis thaliana es una planta anual perteneciente a la familia de las
mostazas (Brasicaceas). Genéticamente esta planta posee uno de los
genomas mas pequefios de plantas secuenciados hasta el momento, con
alrededor de 125 Mb organizado en cinco cromosomas Yy un numero
aproximado de 29,454 genes. Arabidopsis tiene un ciclo de vida corto
(aproximadamente de seis semanas), sus flores se autopolinizan naturalmente
produciendo una gran cantidad de semillas (alrededor de 5000 por planta). El
tamafo de estas plantas oscila entre 15-20 cm lo que es posible crecerlas en
espacios reducidos. Debido a estas caracteristicas Arabidopsis ha convertido
en modelo para la investigacion dentro en el area de biologia molecular
enfocada a plantas. Para esto, se han desarrollado diferentes técnicas por
medio de las cuales es posible realizar en estas plantas mutagénesis
insercional o quimica, métodos para realizar cruzas y retrocruzas, asi como la

insercion de ADN mediante transformacion genética mediada por
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Agrobacterium. Ademas, se han creado extensas colecciones de mutantes
insercionales, asi como de lineas sobreexpresantes de un gran numero de
genes. También, se han desarrollado bases de datos en las cuales es posible
consultar informacion de genes, proteinas y su relacién con el fenotipo tales
como TAIR, BAR University of Toronto, entre otras (Meinke 1998; Koornneef y
Meinke 2010; Holland y Jez 2018).
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Il. Justificacion

La variabilidad en el clima derivada del calentamiento global, la sobre
explotacion de suelos y el uso indiscriminado de agroquimicos son los
principales problemas que enfrenta la agricultura mundial, ademas del enorme
reto de incrementar la produccion agricola para una poblacién en crecimiento
exponencial sin afectar los equilibrios ecoldgicos de los ecosistemas. Por lo
que, es necesario implementar estrategias que permitan desarrollar una
agricultura sustentable. Una posible forma de lograr la intensificaciéon de la
agricultura sin comprometer el equilibrio ecologico es la explotaciéon del
potencial biologico de microorganismos presentes en el suelo, los cuales a
través de la evolucion han desarrollado la capacidad de establecer
asociaciones benéficas con plantas ayudandolas a resistir con mayor eficiencia
diferentes tipos de estrés. En este sentido se ha demostrado que la utilizacion
de estos microorganismos aumenta la productividad agricola manteniendo la
sostenibilidad, sustituyendo a los agroquimicos que dafan el medio ambiente.
Los mecanismos mediante los cuales los microorganismos llegan a colonizar la
rizosfera y establecer simbiosis con las plantas estan lejos de ser esclarecidos.
Con el fin de aportar evidencia sobre la interaccién planta-microorganismo, en
la presente tesis nos enfocamos a estudiar los efectos que ejercen los hongos
micoparasiticos Trichoderma atroviride y Trichoderma virens, asi como el
entomopatogeno Metarhizium anisopliae en el crecimiento de plantas mediante

ensayos in vitro y en sustrato.
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lll. Objetivo general

Evaluar el efecto que ejercen Trichoderma spp. y Metarhizium anisopliae sobre

la induccion del crecimiento de plantas mediante interacciones en contacto

directo y a distancia.

Objetivos especificos:

>

Evaluar el efecto ejercido por T. atroviride y T. virens sobre el
crecimiento de A. thaliana durante la interaccidén a distancia cuando los
hongos son crecidos en medio MS o PDA.

Analizar la respuesta dependiente auxinas utilizando la linea reportera
DR5:uidA y la mutante rdh6 en Arabidopsis durante la interaccion a
distancia cuando Trichoderma spp. es crecido en medio MS y PDA.

Identificar el perfil de Compuestos Organicos Volatiles producidos en la
interaccion Arabidopsis-Trichoderma a distancia cuando los hongos son
crecidos en medio MS y PDA.

Evaluar el efecto ejercido por Trichoderma sobre Arabidopsis durante la
interaccion en contacto fisico y a distancia bajo estrés por frio.

Evaluar el efecto ejercido por tres cepas de M. anisopliae sobre el
crecimiento de A. thaliana mediante interacciones en contacto directo y a
distancia.

Evaluar el contenido de clorofilas en la interaccion Arabidopsis-
Metarhizium en contacto fisico y a distancia.

Identificar el perfii de Compuestos Organicos Volatiles producidos
durante la interaccién a distancia con las tres cepas de M. anisopliae.

Evaluar la ganancia de biomasa en plantas de Arabidopsis, tomate y

maiz crecidas en sustrato en co-cultivo con las tres cepas de M.
anisopliae.
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Capitulo 1

“La interaccion Arabidopsis-Trichoderma revela que el medio en el cual son
crecidos los hongos durante la interaccion es un factor importante en la

induccion del crecimiento en las plantas”

Previamente, en nuestro grupo de investigacion se reporté que los hongos T.
virens y T. atroviride potencian el desarrollo de plantas de Arabidopsis
(Salazar-Badillo et al., 2015). Particularmente, se reportd que la promocion del
crecimiento es mayor cuando la interaccién se lleva a cabo sin contacto fisico.
En ese reporte, los hongos fueron crecidos en el mismo medio de crecimiento
utilizado para plantas Murashige-Skoog (MS).

Como parte de este trabajo de doctorado se evalud la interaccion de A. thaliana
con las cepas de T. virens y T. atroviride en contacto directo y separados
utilizando un sistema dividido. El objetivo fue evaluar el efecto ejercido por las
cepas de Trichoderma sobre Arabidopsis, cuando los hongos son crecidos en
un medio rico en nutrientes como el medio papa dextrosa agar (PDA)
comparado cuando el hongo es crecido en medio MS tanto en contacto directo
como a distancia. Para ello, se evaluaron parametros morfométricos como peso
fresco, longitud de raiz principal y numero de raices laterales. Ademas, se
evaluo la respuesta a auxinas mediada por las cepas de Trichoderma utilizando
la linea reportera DR5:uidA y mutante rdh6 en Arabidopsis. Estos experimentos
revelaron que las cepas de Trichoderma cuando son crecidas en medio PDA
tienen un mayor efecto sobre Arabidopsis lo cual se reflej6 en mayor
acumulacion de biomasa y en la generacion de un mayor numero de raices
laterales; estos resultados correlacionaron con una mayor acumulacion de
auxinas, la cual fue revelada por la linea reportera DR5:uidA y el
restablecimiento del fenotipo de la mutante rdh6 de Arabidopsis. Ademas,
identificamos los perfiles de compuestos organicos volatiles (VOCs) emitidos
por T. atroviride y T. virens crecidos en medio MS y PDA durante la interaccion

a distancia con Arabidopsis. Finalmente, se evalué el efecto de estas dos
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cepas de Trichoderma cuando Arabidopsis crece a baja temperatura. Estos
datos nos permitieron la publicacion del articulo “The Arabidopsis-Trichoderma
interaction reveals that the fungal growth medium is an important factor in plant
growth induction” https://doi.org/10.1038/s41598-018-34500-w en la revista

Scientific Reports. Este trabajo constituye el primer reporte sobre la

identificacion de los perfiles de VOCs emitidos por dos especies de
Trichoderma en interaccion con Arabidopsis cuando los hongos son crecidos

en dos medios distintos.
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Capitulo 2

El hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae potencia el crecimiento

vegetal de Arabidopsis, tomate y maiz

Los sistemas de producciéon agricolas actuales requieren de grandes
cantidades de fertilizantes y productos quimicos para el control de plagas y
enfermedades, lo cual impacta negativamente los ecosistemas. Por lo tanto, es
necesario el establecimiento de practicas agricolas mas amigables con el
medio ambiente. Una alternativa a estos problemas es el uso microorganismos
benéficos los cuales tienen la capacidad de promover el crecimiento de las
plantas, suprimir patégenos e inducir una mayor tolerancia al estrés bidtico y
abidtico. En este sentido uno de los microorganismos que ha sido ampliamente
utilizado en el control biolégico de insectos son los hongos pertenecientes al
género Metarhizium. Se ha reportado que especies del género Metarhizium son
capaces de colonizar la rizésfora y colonizar las raices de plantas como
endéfitos (Wyrebek et al., 2011; Sasan y Bidochka 2012). También se ha
reportado que la inoculacion de Metarhizium modifica la arquitectura radicular y
estimula la ganancia de biomasa en algunas especies de plantas de interés
agronomico (Kabaluk y Ericsson 2007; Elena et al., 2011; Akutse et al., 2013;
Lopez et al., 2015; Greenfield et al., 2016). Sin embargo, el efecto sobre el
crecimiento vegetal ejercido por Metarhizium aun sigue siendo poco explorado.
Es por ello que, como parte de esta tesis de doctorado se evalud el efecto
ejercido por tres cepas del hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae (Ma-
20, Ma-25 y Ma- 28) en el crecimiento plantas. Para ello se realizaron
interacciones Arabidopsis-Metarhizium en contacto directo y a distancia bajo
condiciones in vitro. Al final de dicha interaccion nuestro experimento revel6
que las tres cepas de Metarhizium promueven el crecimiento de Arabidopsis en
ambas condiciones de interaccion. En particular observamos que durante la
interaccion sin contacto fisico el efecto sobre el crecimiento fue mayor.

También, evaluamos si el efecto de estas cepas de Metarhizium influyen en el
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contenido de clorofila en Arabidopsis. Respecto al contenido de clorofilas
encontramos que las plantas en interaccion con las tres cepas de Metarhizium
incrementan notablemente el contenido de clorofila a. Dado que encontramos
que el efecto sobre el crecimiento en Arabidopsis fue mayor durante las
interacciones a distancia en un siguiente experimento identificamos los
compuestos organicos volatiles (VOCs) que se producen durante esta
interaccion. El analisis de los perfiles de VOCs emitidos revel6 que se producen
relativamente pocos compuestos en comparacion a los perfiles reportados en
interacciones de otras especies de hongos con plantas por ejemplo especies
del género Trichoderma. Finalmente, realizamos un ensayo para evaluar si el
efecto sobre el crecimiento encontrado en Arabidopsis bajo condiciones in vitro
podria replicarse cuando la interaccién se lleva a cabo en sustrato. Para ello se
evaluo el co-cultivo en macetas de estas tres cepas de Metarhizium en plantas
de Arabidopsis, tomate y maiz. Nuestro experimento mostrd que las tres cepas
de Metarhizium promueven el crecimiento vegetal lo cual se reflejé una mayor
ganancia de biomasa en las plantas de Arabidopsis, tomate y maiz inoculadas
con las cepas Metarhizium. Con los datos obtenidos de los ensayos
mencionados anteriormente esta en revision el siguiente manuscrito: “The
entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae enhances plant growth
of Arabidopsis, tomato and maize” el cual ha sido sometido en la revista

Plant and Soil para su publicacion.
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ABSTRACT

Entomopathogenic fungi are used worldwide for the biocontrol of agricultural
pests, and recently other beneficial properties have been reported such as their
role as endophytes and plant growth promoters. Herein, the effect of the three
Metarhizium anisopliae strains on the growth of Arabidopsis thaliana was
evaluated in vitro under direct and split interactions. Arabidopsis fresh weight
and total chlorophyll content were significantly increased 7-days post-
inoculation with the three Metarhizium strains. The main root length was
promoted by all fungal strains assessed in split interaction, whereas in direct
contact it caused inhibition. Volatile organic compounds produced during the
Arabidopsis-Metarhizium interaction were identified after 10dpi in a shared
atmosphere in the split system. Terpenes such as B-caryophyllene, O-cymene
and P-cymene were detected during the Metarhizium-Arabidopsis interaction.
The promoting plant growth effect by Metarhizium anisopliae strains was also
achieved in Arabidopsis, tomato and maize plants grown in soil. These results
open promising perspectives for field production, with the advantages of insect

biocontrol and plant growth promotion by this species of fungus.

Keywords: Entomopathogenic fungus; Metarhizium anisopliae; Plant growth

promoter; Plant-fungus interaction; Volatile Organic Compounds.
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1. INTRODUCTION

Global intensive use of fertilizers and pesticides for the agricultural activities in
order to improve yield and to control pests is increasing (Aktar et al. 2009). Soil
biodiversity is being severely affected by the excessive use of agrochemical
agents (Mahmood et al. 2016). There is a need to develop new alternatives for
crop production that decrease the use of pesticides, resulting in products that
are safe for human consumption and mitigate adverse effects on the
environment. An attractive alternative has been the use of beneficial
microorganisms such as bacteria and fungi, when interacting with plants have
the ability to enhance the germination rate and plant biomass, and also confer
plant stress tolerance through the production of phytohormones, organic acids,
proline, polyamines, and volatile organic compounds (VOCs), among others
(Delgado-Sanchez et al. 2010; Ghosh et al., 2017; Ghosh et al., 2019;
Gonzalez-Pérez et al. 2018; Gravel et al. 2007; Kanchiswamy et al. 2015; Lee
et al. 2015; Sen et al., 2018).

With the bacteria, fungi are the most common group of microorganisms present
in soil (Ananyeva et al. 2006), and many species of them are able to establish
beneficial interactions with plants (Guo and Narisawa 2018). In this sense,
some species of entomopathogenic fungi such as Beauveria bassiana,
Lecanicillium spp., Purpureocillium lilacinum, and Metarhizium spp. have
complex relationships with plants acting as endophytes, antagonists against
plant pathogenic microorganisms, rhizosphere colonizers and plant growth
promoters (Greenfield et al. 2016; Lopez and Sword 2015; Ownley et al. 2010;
Sasan and Bidochka 2012). Metarhizium species have been widely studied and
used as a sustainable mycoinsecticide for the biological control of a wide range
of insect pests (Meyling and Eilenberg 2007; Zimmermann 2007). It has been
reported that some Metarhizium species not only participate in the control of
insect pests, but they are also capable of colonizing the plant rhizosphere

(Sasan and Bidochka 2012; Wyrebek et al. 2011). In switchgrass (Panicum
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virgatum) and haricot beans (Phaseolus vulgaris) the root hair development and
lateral root formation was stimulated by M. robertsii (Sasan and Bidochka
2012). Other studies have shown that plant interaction with M. anisopliae
generates tolerance to salt stress in soybean, and M. brunneum improves

nutrient deficiency in potato plants (Khan et al. 2012; Krell et al. 2018).

Hence, evaluating the inoculation of Metarhizium anisopliae in diverse plant
species, and understanding how the fungus impacts plant growth is important
as integral solution in agricultural programs. In the present study, the plant
growth-promoting effect of three entomopathogenic Metarhizium anisopliae
fungal strains was assessed. These M. anisopliae strains have been widely
used as biocontrol control agents in crops (Villegas-Rodriguez et al. 2014). The
in vitro assays were made with Arabidopsis thaliana plantlets in direct contact,
and split interaction that avoids plant-fungal physical contact. Arabidopsis
plantlets with M. anisopliae strains showed a significant increase in fresh weight
and total chlorophyll content. Volatile organic compounds produced
in Arabidopsis-Metarhizium interaction were identified. In addition, the M.
anisopliae inoculations in crop plants such as tomato and maize achieved a
greater fresh weight. It was found that these M. anisopliae strains could be
effective agents for the use in the field crop production, both for plant growth

promotion and as their already reported use as pest control.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant material and fungal strains

Seeds of Arabidopsis thaliana ecotype Col-0, commercial Solanum
lycopersicum (var. Rio Grande®) and Zea mays (var. San Luis) were used for
the experiments. Seeds sterilization protocol consisted of 5 min in 20% (v/v)
chlorine solution and six washes in sterile distilled water. Agar plates containing
0.2x Murashige and Skoog (MS) medium (Phyto Technology Laboratories®) at

pH 7.0, 0.5% (w/v) sucrose and 0.8% (w/v) agar, were used to germinate and
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grow stratified seeds (4°C for two days). Afterwards, MS plates were incubated
in a growth chamber with a photoperiod of 16 h of light (120pumol m-?s-")/8 h of
darkness, and a temperature of 22 £ 1°C for the time required in each
experiment described below. Three Metarhizium anisopliae strains from Mexico
were used in the experiments (Villegas-Rodriguez et al. 2014). Ma-20 and Ma-
28 are commercial strains registered as METARSIL® (Biotecnologia
Agroindustrial, S.A. de C.V) and Meta-Bichs® (BIO-BICH DE MEXICO, S.A. de
C.V.), respectively. Ma-25 strain was obtained from the Laboratory of Beneficial
Organisms Reproduction, which belongs to the Committee for Plant Health of
Guanajuato, Mexico (CESAVEGQG). In soil assays, a strain of Trichoderma virens
(GV29.8) was used as a reference, since this strain has been reported as a
plant growth promoter agent. For inoculation assays, all fungal strains were
grown on potato dextrose agar (PDA) medium (BD Difco™) at 28°C for 14 days.
Total conidia were collected in sterile distiled water and quantified in a
Neubauer chamber under 40x magnification under a Motic model BA-300

microscope.

2.2 Metarhizium-Arabidopsis interaction under direct and split system

The effect of Metarhizium anisopliae Ma-20, Ma-25, and Ma-28 strains on the
growth of Arabidopsis was evaluated using two spore concentrations at 1x10°
and 3x10° spores/uL. For each treatment, five divided Petri dishes (9.0 x 1.5
cm) were used with 0.2x MS medium containing three Arabidopsis plants each
one. Three conditions of interaction were evaluated: i) seedlings without
inoculum as control, ii) seedlings inoculated directly at the bottom of the left side
of the split plates (At-Ma), and iii) seedlings in split interaction, where the fungus
growth on the right side of the split plates (At/Ma). The interaction experiments
were incubated in a growth chamber with the photoperiod and temperature
conditions previously described. Physiological parameters such as fresh weight
of whole plantlets measured in five groups of three plantlets using an analytical

scale (n=5), and main root length was quantified in 15 plantlets (n=15)
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(measured using the IMAGE J software, http://rsb.info.nih.gov) were assessed
on plants inoculated with 1x10° spores after 7-day post inoculation (dpi).
Additionally, the fresh weight on plants inoculated with higher spore
concentration (3x10° spores) was measured in five groups of three plantlets
(n=5) at 10 dpi. All assays were repeated at least three times, and similar

results were obtained.

2.3 Measurement of chlorophyll content

Total chlorophyll extraction was done by incubating the plantlets coming from
the interactions mentioned above in 750 pL of N,N-dimethylformamide (DMF)
for 24 h in the dark and under continuous agitation. Afterward, 100 uL
supernatants were used for a spectrophotometric estimation of chlorophyll at
645 nm (chlorophyll b) and 663 nm (chlorophyll a). Chlorophyll a, b and total (a
+ b) were reported as ug/gFW, as calculated by Suzuki and Ishimaru (1990).
Five biological replicates were analyzed (n=5), consisting of a pool of three
plantlets per treatment. Experiments were repeated at least twice with similar

results.

2.4. Trapping CO; assays

Trapping CO, assays were carried out using the plate-within-a-plate system in a
similar way to that reported by Lee et al (2016). Arabidopsis seedlings of seven
days old were transferred on split plates (9.0 x 1.5 cm) with 0.2x MS medium
(three seedlings per petri dish). Next, plant interaction with the three strains of
M. anisopliae (Ma-20, Ma-25 and Ma28) was performed. The condition
evaluated were: i) seedlings without inoculum were used as a control, ii)
seedlings inoculated directly at the bottom of the left side of the split plates (At-
Ma), iii) seedlings in split interaction, where the fungus growth on the right side
of the split plates (At/Ma), in a quintuplicate manner. After, the split Petri dishes
were placed inside of larger sterile plates (15 x 2.0 cm) with a sterile cotton ball

containing 3 ml of 0.1 M KOH, in such a way that CO, emitted by fungus can
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come into contact with KOH, and after converted to K,CO3. After, plates were
placed under the same growth condition described above for a period of ten
days. At the end of the exposure period, plantlets were photographed, and fresh
weight of whole plantlets in five groups of three plantlets was measured using

an analytical scale (n=5).

2.5 Inoculation of Arabidopsis, tomato and maize plants with Metarhizium
and Trichoderma strains in soil

Experimental design for all plant species analyzed included five conditions:
plants grown in pots inoculated with each M. anisopliae strain (Ma-20, Ma-25,
Ma-28), or inoculated with T. virens strain (Tv-GV29.8), and control (non-
inoculated plants). Assays were carried out in pots that were maintained in the
growth chamber with controlled conditions (16 h light/8 h darkness, light
intensity of 120 pmol m-2s-' and temperature of 22 + 1°C), and irrigated every
three days until the data were collected. Seven-days-old Arabidopsis and
tomato seedlings were transplanted in soil pots (10 x 15 cm) containing a
commercial substrate (Sunshine mix #3, vermiculite, and perlite, in 3:1:1
proportion). When Arabidopsis and tomato plantlets were 14 days-old, they
were inoculated separately with 2.5x10° spores per mL of each strain (Ma-20,
Ma-25, Ma-28, and Tv-GV29.8). The pots were photographed after 14 dpi, next
plants were removed from the pots to obtain fresh weight of whole plants. Each
treatment included 12 plants (n=712), one plant per pot. In the case of
Metarhizium-maize interaction, seven-days-old maize sprouts were transplanted
in soil pots (10 x 15 cm) containing a commercial substrate (Sunshine mix #3,
vermiculite, and perlite, in 3:1:1 proportion). After, sprouts were inoculated
separately with 2.5x10° spores of each fungal strain (Ma-20, Ma-25, Ma-28, and
Tv-GV29.8). After 7 dpi pots were photographed, next plants were removed
from the pots to obtain fresh weight of whole plants. Each treatment included 9
plants (n=9), one plant per pot. All experiments were repeated at least twice

with similar results.
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2.6 Collection and analysis of fungal-plant volatile organic compounds
(VOCs)

To profile the VOCs emitted by three Metarhizium anisopliae Ma-20, Ma-25,
and Ma-28 strains, a split interaction system with Arabidopsis was used, and
the following conditions were analyzed: i) the background of VOCs produced by
culture media (MS medium), ii) VOCs produced by un-inoculated Arabidopsis
plantlets grown in MS, iii) VOCs produced by three Metarhizium strains in
interaction with A. thaliana, and iv) VOCs produced only by three Metarhizium
strains without interaction (split system). Before the addition of the MS medium,
a small hole was made in each Petri dish (1.5 mm diameter) to allow the solid-
phase microextraction (SPME) fiber entrance. In each condition four Petri plates
(n=4) were analyzed. Three plantlets per plate of 7 day-old were placed on the
side where the hole was made and were inoculated with 1x10° spores of
Metarhizium strains. Then, the plates were carefully sealed with parafilm paper
to prevent the loss of the VOCs and were incubated at 22°C for 10 days. VOCs
analysis was performed according to Stoppacher et al. (2010) with some
adjustments. An SPME fiber assembly polydimethylsiloxane/divinylbenzene 65
mm (Supelco Analytical Bellafonte, PA, USA) was utilized to extract the VOCs.
A gas chromatograph GC-7890b (Agilent technologies, Santa Clara, CAL, USA)
coupled to a mass spectrophotometer EM-5977A (Agilent Technologies, Santa
Clara, CAL, USA) fitted with a HP-Innowax Polyethylene glycol phase capillary
GC Column (30.0 m x 0.320 mm i.d. x 0.25 pm, Agilent technologies, Santa
Clara, CAL, USA) was used to identify the VOCs. The SPME fiber was
introduced in the small hole of the Petri dishes and exposed for 1 h. After
injection, the compounds were desorbed for 20 min in a splitless injector at
200°C. The oven temperature was held at 40°C for 10 min, then the
temperature increased at the rate of 3°C per minute to reach 180°C, which was
then held for 10 min. Helium was used as carrier gas at a constant flux of 1.5

mL/min. The compounds were identified by deconvolution using the W10N11
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database (Wiley10Nist11) and based on the linear retention index values (Van

den Dool 1963), which were calculated after analyzing C6 and C25 n-alkanes.
2.7 Statistical analysis

Data were analyzed by One-Way and Two-Way ANOVA thought a multiple
comparison Tukey’s test at P < 0.05 in the GraphPad Prism version 5.0
software (GraphPad Software, San Diego, CAL, USA). Significant differences

between means (x SE) were represented with different letters.

3. RESULTS

3.1Growth and chlorophyll content of Arabidopsis during the Metarhizium
anisopliae interactions
In order to evaluate the effect of Metarhizium anisopliae on Arabidopsis
development, 7-day-old Col-0 seedlings were inoculated with three M.
anisopliae strains (1x10° spores per each strain). The experiments were
designed to determine whether the effect of plant growth promotion by
Metarhizium strains (Ma-20, Ma-25, and Ma-28) is dependent on physical
interaction between the plant and the fungus, or if Metarhizium strains are also
able to promote plant growth under split interaction. Parameters at seven days
post inoculation (dpi), such as fresh weight, principal root length, and
chlorophyll content, were analyzed to evaluate the effect of M. anisopliae strains
on Arabidopsis growth (Figure 1). The Arabidopsis-Metarhizium interaction
resulted in the improvement of Arabidopsis growth, which was demonstrated by
greater development of the aerial part and roots (Figure 1A). Increments in the
Arabidopsis fresh weight were noticed when Metarhizium strains were grown in
contact and split interactions; however, the highest increase of more than 2.3
times was achieved when the fungal strains were grown in split interaction in

comparison to un-inoculated plantlets (Figure 1B). The interactions in direct
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contact with all M. anisopliae strains caused inhibition of main root growth,
whereas the split interactions generated longer roots than the un-inoculated
control (Figure 1A-C). It has been reported that some beneficial microorganisms
are able to increase the efficiency of photosynthesis and chlorophyll content in
plants (Nieto-Jacobo et al. 2017; Zhang et al. 2008). We quantified the
chlorophyll a, b, and total (a + b) levels in order to determine the effect of
Metarhizium strains on the photosynthetic pigments in Arabidopsis plantlets
(Figure 1D). We observed that chlorophyll a increased more than twice in
plantlets co-cultivated in contact and in split systems compared to the
uninoculated plantlets; whereas, the levels of chlorophyll b were lower in the
interaction with the fungus (Figure 1D). As a result, the total chlorophyll (a + b)
contents increased due to the interaction with the fungus, both in contact and in

the split system (Figure 1D).

In order to determine if volatile-mediated plant growth effects are due to the CO,
generated by the fungus, we carried out an experiment to capture CO; using
KOH (Suppl. Fig. 1). Seven days-old Arabidopsis seedlings were co-cultivated
with three M. anisopliae strains under physical and split interactions in presence
of 0.1M KOH for 10 days. Trapping Metarhizium-derived CO, treatments did not
suppress the detected volatile-induced plant growth in both interactions (contact
and split), wherein we did not observe significant statistical differences between
the fresh weight of plantlets treated with or without KOH under Metarhizium

interaction (Suppl. Fig. 1).
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Figure 1. Influence of M. anisopliae inoculation on Arabidopsis growth using an in vitro system. (A)
Representative images of the plant phenotypes in co-culture with M. anisopliae strains (Ma-20, Ma-25, and
Ma-28) for 7 days. Metarhizium strains were inoculated under direct interaction (At-Metarhizium) and split
interaction (At/Metarhizium). B) Fresh weight, C) primary root length, D) Chlorophylls a, b and total
Chlorophyll content. Values shown represent of five groups of three plantlets. Primary root length was
quantified for 15 plantlets. Values are means and bars indicate + SE (n=15). Different letters indicate
significant difference (P < 0.05). Different letters indicate means that differ significantly (P<0.05). In the
chlorophyll graph the capital letters denote the significant differences of the total chlorophyll (a + b)

content.
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Finally, the effect of an increased amount of inoculum of Ma-20, Ma-25, and
Ma-28 strains (3x10° spores) on the Arabidopsis fresh weight was assessed at
10 dpi (Suppl. Fig. 2). Similar results as in the experiment using 1x10° spores
were obtained; the major effects on plant growth was also observed in the split
system, with an increase of more than three times in Arabidopsis fresh weight in

comparison to the control (Suppl. Fig. 2).

3.2 Identification of Volatile Organic Compounds (VOCs) produced in
Arabidopsis- Metarhizium interactions

The VOCs generated from three M. anisopliae strains during the interaction with
Arabidopsis were identified. Seven-day-old Arabidopsis plantlets were exposed
to M. anisopliae Ma-20, Ma-25, and Ma-28 strains in an in vitro split system
during 10 days. As controls, the VOCs secreted for 10 days were identified
under the following conditions: culture medium (MS), un-inoculated Arabidopsis
plantlets grown on MS, and Metarhizium strains grown on MS. The headspace
VOCs were collected for 1h and analyzed by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). During Arabidopsis-M. anisopliae interaction, it was
found that two Metarhizium strains (Ma-20 and Ma-25) only produced a
sesquiterpene (SQT), B-caryophyllene. Arabidopsis plantlets with Ma-28 strain
emitted mostly the monoterpene P-cymene (95.59 +1.02 %), and a low
proportion of O-cymene (2.27 +1.02 %) and B-caryophyllene (2.13 +1.02 %)
(Table 1).

43



Table1. Volatile organic compounds (VOCs) produced in Metarhizium-Arabidopsis

interaction under split system

Ma-20/A. thaliana

Normalized amount of

No. Class Compound LRI volatile compound (%)
1 Sesquiterpene (C15) B-caryophyllene 1604 2410 £ 19.99
Ma-25/ A. thaliana
Normalized amount of
No. Class Compound LRI volatile compound (%)
1 Sesquiterpene (C15) B-Caryophyllene 1604 52.30+4.42
Ma-28/ A. thaliana
Normalized amount of
No. Class Compound LRI volatile compound (%)
1 Monoterpene (C10) O-Cymene 1004 95.59 + 1.02
2 Monoterpene (C10) P-Cymene 1286 2.27 +1.02
3 Sesquiterpene (C15) B-Caryophyllene 1604 213 +1.02

Three terpenes and one alcohol were identified when the strains of the M.

anisopliae grew without the plants (Table 2); among terpenes are pB-

caryophyllene and o-cymene that were also found during the Arabidopsis-

Metarhizium interactions (Table 1). Particularly, Ma-20 strain emitted a higher

amount of o-cymene, and in smaller amounts B-caryophyllene and another

SQT, such as eremophylene (Table 2). Ma-25 and Ma-28 strains also emitted

B-caryophyllene and eremophylene, and in smaller amounts 2-ethylhexanol

(Table 2). In the case of MS medium, or Arabidopsis plantlets without fungal

inoculation, the production of SQTs was not identified (data no shown).
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Table2. Volatile organic compounds (VOCs) by Metarhizium strains
growth in MS medium

Ma-20
Normalized amount of
No. Class Compound LRI volatile compound (%)
1 Monoterpene (C10) O-Cymene 1004 56.14 + 28.49
2 Sesquiterpene (C15) B-caryophyllene 1604 2410 £ 19.99
3 Sesquiterpene (C15) Eremophylene 1637 19.77 £ 9.46
Ma-25
Normalized amount of
No. Class Compound LRI volatile compound (%)
1 Alcohol 2-Ethylhexanol 1279 10.31+1.78
2 Sesquiterpene (C15) B-Caryophyllene 1604 52.30+ 4.42
3 Sesquiterpene (C15) Eremophylene 1637 37.34+ 2.68
Ma-28
Normalized amount of
No. Class Compound LRI volatile compound (%)
1 Alcohol 2-Ethylhexanol 1279 8.12 +5.86
2 Sesquiterpene (C15) B-Caryophyllene 1604 49.15 +£7.03
3 Sesquiterpene (C15) Eremophylene 1637 4273+ 7.03

3.3Effect of Metarhizium anisopliae inoculation on Arabidopsis plants
growth in soil
The Arabidopsis-Metarhizium interaction under in vitro assays showed that M.
anisopliae strains enhance plant growth. Based on these results, the inoculation
effect of these three M. anisopliae strains on Arabidopsis, tomato and maize
plants was evaluated in pots. For this purpose, 14 days-old Arabidopsis
plantlets grown in soil were inoculated with 2.5x10° spores of M. anisopliae
strains for 14 days. In addition, Trichoderma virens GV29.8 was included in
order to compare plant growth, since the effect of plant growth promotion by T.
virens has been previously reported (Gonzalez-Pérez et al. 2018). As shown in

Figure 2, the three Metarhizium strains (Ma-20, Ma-25, and Ma-28) significantly

45



promoted Arabidopsis growth. After 14 dpi, Arabidopsis plants inoculated
with M. anisopliae Ma-20 and Ma-28 strains reached double of the fresh weight,
while the Ma-25 strain achieved 1.5 times more fresh weight than the un-
inoculated control plants (Figure 2C). It was observed that Arabidopsis plants in
the interaction with T. virens achieved similar fresh weights to Ma-20 and Ma-28
strains (Figure 2C). Moreover, Arabidopsis plants inoculated with M.
anisopliae or T. virens strains exhibited more robust and larger leaves, and a

larger root area in comparison with non-inoculated plants (Figure 2A-B).
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Figure 2. Effect of M. anisopliae and T. virens inoculation on the fresh weight of Arabidopsis plants
grown in soil. (A-B) Representative photographs of the phenotype of Arabidopsis plants in co-culture
with M. anisopliae strains (Ma-20, Ma-25, and Ma-28) or T. virens GV29.8 (Tv) after 14 dpi. (C) Fresh
weight of A. thaliana plants after 14 dpi with M. anisopliae and T. virens. Values are means and bars
indicate + SE (n=12). Different letters indicate means that differ significantly (P<0.05).
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3.4 Inoculation of Metarhizium anisopliae in tomato improves plant grown
in soil

The effect of the three M. anisopliae strains on the development of crop plants
was examined. Tomato (Solanum lycopersicum, Sl) plantlets (14 day-old) grown
in pots were inoculated with 2.5x10° spores of Metarhizium strains (Ma-20, Ma-
25, and Ma-28). After 14 days of inoculation with fungus, tomato plants grew
larger and were more vigorous (Figure 3). In particular, tomato
plants inoculated with three M. anisopliae strains reached more than 1.9 times
of fresh weight in comparison with the plants without inoculation (Figure 3C). As
observed in the Arabidopsis assays (Figure 2), the treatment of tomato plants
with T. virens reached fresh weight like those obtained from Metarhizium strains
(Figure 3C).
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Figure 3. Effect of M. anisopliae and T. virens inoculation on the fresh weight of tomato plants
grown in soil. (A-B) Representative photographs of the phenotype of tomato plants in co-culture with M.
anisopliae strains (Ma-20, Ma-25, and Ma-28) or T. virens GV29.8 (Tv) after 14 dpi. (C) Fresh weight of
tomato plants after 14 dpi with M. anisopliae and T. virens. Values are means and bars indicate + SE

(n=12). Different letters indicate means that differ significantly (P<0.05).

3.5Inoculation of Metarhizium anisopliae strains in maize plantlets grown
in soil

Seven-day-old plantlets of maize in pots were inoculated with the
three Metarhizium anisopliae strains during seven-days. As shown in Figure 4,
maize plants inoculated with either Metarhizium or Trichoderma exhibited a
positive effect on plant development, achieving plants with larger stem size and
abundant root area. According to the above, a significant increase in fresh
weight was obtained for the plants inoculated with the three Metarhizium strains

(Ma-20, Ma-25, and Ma-28), compared with un-inoculated plants (Figure 4C).
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Figure 4. Effect of M. anisopliae and T. virens inoculation on the fresh weight of maize plants
grown in soil. (A-B) Representative photographs of the phenotype of maize plants in co-culture with M.
anisopliae strains (Ma-20, Ma-25, and Ma-28) or T. virens GV29.8 (Tv) after 14 dpi. (C) Fresh weight
of maize plants after 14 dpi with M. anisopliae and T. virens. Values are means and bars indicate + SE

(n=9). Different letters indicate means that differ significantly (P<0.05).

4. DISCUSSION

Throughout evolution, fungi have developed different mechanisms to interact
with diverse communities, including the plant kingdom. The classification as
endophytes of distinct genera of fungal entomopathogens has been reported
(Vega 2008). These two properties of entomopathogenic fungi, as endophytes

and biocontrol agents, could offer several benefits to the host plant such as
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plant growth promotion and protection from pathogens. Little is known about the
Metarhizium spp. as plant growth promoters. Herein, data show that inoculation
with three M. anisopliae strains modify growth of Arabidopsis. In vitro assays,
including contact and split plant-Metarhizium interactions, higher fresh weight,
and chlorophyll a and total (a + b) content were observed in comparison to the
un-inoculated plantlets. The observed increase in total chlorophyll content when
plants interacted with M. anisopliae strains correlates with increase in their
biomass, generating more vigorous plants. It has been described that in several
plants, the chlorophyll content increased during the interaction with beneficial
microorganisms such as Trichoderma species, arbuscular mycorrhizal fungi and
plant growth promoting rhizobacteria (Chirino-Valle et al. 2016; Rai et al. 2008;
Stefan et al. 2013; Suzuki et al. 2014).

When M. anisopliae strains were inoculated in direct contact on Arabidopsis
plants, an inhibition of growth in Arabidopsis main roots was observed. This
phenotype has been previously reported during the interaction of Arabidopsis
with Trichoderma species when they were grown in direct contact in vitro
(Gonzalez-Pérez et al. 2018; Shi et al. 2016). The inhibition of primary root
growth observed during Arabidopsis-Metarhizium interactions could be
attributed to secondary metabolites secreted by the fungus as reported in T.
longibrachiatum (Shi et al. 2016). T. longibrachiatum during the interaction with
A. thaliana produces a peptaibol called Trichokonin VI (TK VI). This peptaibol
inhibited root growth by suppressing cell division and cell elongation, and also
increased auxin content and disrupted auxin response gradients in root tips (Shi
et al. 2016).

Some reports describe a chemical dialog between microorganisms and plants
by the exchange of diffusible and Volatile Organic Compounds, VOCs (Junior
and Andrade 2015; Liu et al. 2016, Rybakova et al. 2017). The Arabidopsis-
Metarhizium split interaction had a higher effect on the development of

Arabidopsis plantlets, in comparison with the direct contact interaction.
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Therefore, the VOCs produced by the fungus and during the plant-fungus
interaction were determined. Plants respond actively to VOCs produced by
microorganisms, but due to the high complexity and structural diversity of
VOCs, elucidating their specific mode of action in plants has been a challenge.
However, it has been reported that VOCs from some beneficial microorganisms
such as Trichoderma spp., arbuscular mycorrhizal, and Bacillus subtilis have
several effects on plants. Among the effects observed are higher levels of
chlorophyll content, alteration of root architecture, for example plants generate
high number of lateral roots, greater plant growth and development, and
activation of the plant defense against pathogens (Ditengou et al. 2015;
Gonzalez-Pérez et al. 2018; Hernandez-Calderén et al. 2018; Lee et al. 2016;
Tahir et al. 2017). It has been reported that during the microbe-plant co-
cultivation in sealed containers, some microorganisms increase CO; levels that
could contribute to plant growth promotion (Groenhagen et al., 2013; Kai and
Piechulla 2009); however, trapping M. anisoplaie-generated CO, by absorption
in the plate-within-a-plate system did not reduce the Arabidopsis growth

promotion generated by the fungus.

During Arabidopsis-Metarhizium split interaction only terpenes were identified.
In particular, SQT B-caryophyllene was only detected when Ma-20 and Ma-25
strains were exposed to Arabidopsis in the split system, whereas with M-28
strain low proportions of the B-caryophyllene and P-cymene were identified, and
the rest of the mixture was the monoterpene o-cymene. These terpenes might
have contributed to the enhanced growth of Arabidopsis plantlets during the
plant-M. anisopliae interaction. Many terpenes including B-caryophyllene and O-
cymene develop important chemo-ecological roles in plants, such as
phytoalexins in direct plant defense, or as signals in indirect defense responses
against herbivores and their natural enemies (Block et al. 2019; Cheng et al.
2007; Bustos-Segura and Foley 2018). It has been reported that during
Brassica campestris- Talaromyces wortmannii FS2 interaction, the J-

caryophyllene promotes plant growth and induces resistance in Brassica
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campestris (Yamagiwa et al. 2011). Therefore, terpenes identified here in
Metarhizium-Arabidopsis interactions under split system could be the
responsible for the positive effect on Arabidopsis growth. Several studies have
indicated that beneficial fungi emit SQTs during interaction with plants, for
example in Trichoderma species (Gonzalez-Pérez et al. 2018; Lee et al. 2016;
Nieto-Jacobo et al. 2017). Previously, our group reported that in A. thaliana with
T. virens and T. atroviride split interaction, the SQTs production was dependent
on the strain, where T. virens emitted an 86.9% of SQTs of the total mixture, in
comparison with T. atroviride that generate 50% of SQTs (Gonzalez-Pérez et al.
2018). Ditengou et al. (2015) observed that the majority of the VOCs identify
were SQTs during the interaction of the ectomycorrhizal fungus Laccaria bicolor
with Arabidopsis and Populus. They demonstrated that SQTs generated by L.
bicolor were the active compounds that triggered lateral root formation in
Arabidopsis and Populus. Herein, four different VOCs generated by three
Metarhizium strains (Ma-20, Ma-25, and Ma-28) without interaction with
Arabidopsis were identified. Ma-25 and Ma-28 strains emitted two SQTs (-
caryophyllene and Eremophylene, and in smaller amount 2-ethylhexanol. The
Ma-20 strain produced o-cymene and in smaller proportion (3-caryophyllene and
Eremophylene. These data suggest that the interaction of the plant with M.
anisopliae fungus causes each strain of Metarhizium to change its profile of
emitted VOCs, and that these VOCs could generate the positive growth effect in

Arabidopsis plants.

Finally, when the effect exerted by the three Metarhizium strains on
Arabidopsis, tomato and maize plants grown in soil was evaluated, larger and
more vigorous plants were obtained. According our data, some studies have
reported that certain Metarhizium species are able to stimulate plant growth.
Jaber and Enkerli (2017) reported that Beauveria bassiana and M. brunneum
are able to colonize leaves, stems, and roots, causing a better plant growth
when applied the fungus in V. faba seeds. Inoculation of conidia of M.

anisopliae strain F52 in corn seeds resulted in a significant increase in yield of
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maize plants in fields (Kabaluk and Erickson 2007). We found that the
inoculation of M. anisopliae strains (Ma-20, Ma-25, and Ma-28) in Arabidopsis,
tomato and maize plantlets reached fresh weights similar to the Trichoderma
inoculation. This data is interesting since Trichoderma species have been
reported as plant growth promoters, even the T. virens GV29.8 strain has been
the subject of studies on its effect on plant growth (Gonzalez-Pérez et al. 2018;
Kamaruzzaman et al. 2016; Nieto-Jacobo et al. 2017; Salazar-Badillo et al.
2015).

3 CONCLUSIONS

In this study, it has found that the Metarhizium anisopliae Ma-20, Ma-25, and
Ma-28 strains have a potential to stimulate growth in Arabidopsis, tomato and
maize plants, which makes this fungus a more attractive beneficial
microorganism due to its bi-functional effect, as a plant growth promoter and

biocontrol agent.
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Supplementary Figure 1. Effect of higher spore concentration of Metarhizium anisopliae strains on
Arabidopsis development. Representative images of Arabidopsis plantlets inoculated with 3x10° spores
M. anisopliae strains Ma-20, Ma-25, and Ma-28 after 14 dpi. Metarhizium strains were inoculated under
direct interaction (At-Metarhizium) and split interaction without physical contact (At/Metarhizium). B) Fresh
weight. Values shown represent of five groups of three plantlets. Values are means and bars indicate + SE

(n=5). Different letters indicate means that differ significantly (P<0.05).
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Supplementary Figure 2. Effect of inoculation of M. anisopliae strains on the fresh weight of
Arabidopsis in presence of KOH. A) Schematic representation of the system in which the A. thaliana
seedlings and Metarhizium strains were co-cultivated using a plate-within-a-plate sealed system in
presence of 0.1M KOH. B) Representative images of Arabidopsis in interaction with M. anisopliae strains
(Ma-20, Ma-25, and Ma-28) for 10 days with 0 or 0.1M KOH. Metarhizium strains were inoculated under
direct interaction (At-Metarhizium) and split interaction without physical contact (At/Metarhizium). C) Fresh
weight of Arabidopsis plants in interaction with Metarhizium strains in presence or absence of KOH. Values
shown represent of five groups of three plantlets. Values are means and bars indicate + SE (n=5).

Different letters indicate means that differ significantly (P<0.05).
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IV. Discusion

Las plantas y los microorganismos han co-evolucionado durante cientos de
millones de anos. Durante este tiempo han logrado desarrollar sistemas
complejos de comunicacion, los cuales determinarian el tipo de relacion que
sera establecida, siendo estas relaciones benéficas, neutrales u hostiles (Thrall
et al., 2007; Goh et al., 2013). En su mayoria las interacciones planta-
microorganismo son llevadas a cabo en la rizéfera, ya que en esta area las
plantas liberan una gran cantidad de compuestos sintetizados a través de la
fotosintesis (Nguyen 2003). Algunas especies de microrganismos son capaces
de establecer simbiosis con las plantas, a estas especies simbiontes de plantas
son consideradas como microorganismos benéficos (Coats y Rumpho 2014).
Se ha reportado que los microorganismos benéficos tienen la capacidad de
promover el crecimiento de las plantas huésped a través de mecanismos
directos e indirectos (Contreras-Cornejo et al., 2009; Glick 2014; Fincheira y
Quiroz, 2018; Nieto-Jacobo et al; 2018; Sriram et al., 2009; Kumar y Verma
2018). Dentro de las especies de microrganismos benéficos se encuentran las
pertenecientes al género Trichoderma las cuales han sido ampliamente
utilizadas en la agricultura como agentes de control biolégico de distintos
hongos fitopatdbgenos, asi como promotores del crecimiento vegetal. Sin
embargo, los mecanismos mediante los cuales Trichoderma promueve el

crecimiento vegetal no han sido esclarecidos por completo.

En estudios recientes se ha reportado que ciertas especies de Trichoderma
tienen la capacidad de promover el crecimiento vegetal durante interacciones
sin contacto fisico bajo ensayos in vitro (Hung et al., 2013; Lee et al., 2016;
Nieto-Jacobo et al., 2017). Previamente, Salazar-Badillo y colaboradores
(2015) reportaron que durante las interacciones in vitro entre Arabidopsis-
Trichoderma en placas Petri divididas el efecto sobre el crecimiento y desarrollo
de las plantas de Arabidopsis es fue mayor que cuando la interaccion se realizé

en contacto fisico con las plantas. Tanto las interacciones en contacto fisico
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como a distancia fueron llevadas acabo creciendo a Trichoderma en medio MS
(Murashige y Skoog), el cual es un medio especifico para el crecimiento de
plantas, y este no contiene los nutrientes necesarios para organismos

heterétrofos como lo es Trichoderma.

En el primer capitulo de esta tesis doctoral, a través ensayos in vitro se evaluo
el efecto ejercido por dos especies de Trichoderma (Trichoderma atroviride y
Trichoderma virens) sobre el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis thaliana
cuando el hongo fue crecido en el medio papa dextrosa agar (PDA), el cual es
un medio rico en nutrientes. Nosotros encontramos que ambas especies de
Trichoderma cuando fueron crecidas en medio PDA promueven un mayor
crecimiento y desarrollo en Arabidopsis en comparacion con el control y las
otras interacciones en las cuales los hongos fueron crecidos en medio MS.
Particularmente las plantas de Arabidopsis generaron un mayor numero de
raices laterales durante la interaccion con Trichoderma cuando fue crecido en
medio PDA.

Se ha reportado que las especies de Trichoderma producen una gran cantidad
de metabolitos secundarios, entre ellos se encuentran algunas fitohormonas
como las giberelinas y el acido indolacético AIA (Gravel et al., 2007; Kamalo et
al., 2018). Ademas, mediante el uso de lineas marcadoras de auxinas en la
planta modelo A. thaliana se ha reportado que Trichoderma es capaz de inducir
la produccion de esta fitohormona en Arabidopsis durante la interaccion en
contacto fisico (Contreras-Cornejo et al., 2009). No obstante, se ha reportado
que la promocién del crecimiento en plantas mediado por Trichoderma no se
limita a las interacciones en contacto fisico (Hung et al., 2013; Salazar-Badillo
et al., 2015; Lee et al., 2016; Nieto-Jacobo et al., 2017).

Para evaluar si Trichoderma es capaz de desencadenar una sefalizacion
dependiente de auxinas en Arabidopsis durante las interacciones a distancia
utilizamos la linea Arabidopsis DRb5:uidA, para ello analizamos tanto las

interacciones en contacto fisico como a distancia. En la interaccion en contacto
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fisico, encontramos que ambas especies de Trichoderma abaten la sefal GUS
en las puntas de las raices principales. Este efecto podria ser atribuido a
algunos metabolitos secundarios producidos por Trichoderma, los cuales se
estarian acumulando en grandes cantidades cuando la interaccién es llevada a
cabo en sistemas herméticos en un espacio reducido. Un ejemplo de estos
metabolitos es el peptaibol Trichokonina VI (TK VI) producido por T.
longibrachiatum que se ha reportado que inhibe el crecimiento de la raiz
principal al suprimir la division y el alargamiento celular, esto debido a una
interrupcién en los gradientes de auxinas en las puntas de las raices
principales (Shi et al., 2016). También, se ha reportado que la produccion de
ciertos metabolitos producidos por Trichoderma tales como las H*-ATPasas
acidifican el medio del cultivo provocando la inhibicion de la raiz principal y una
redistribucion de auxinas (Pelagio-Flores et al; 2017). En este estudio, para
demostrar que la disrupcion en la acumulacién de auxinas en la punta de las
raices principales durante la interaccion en contacto fisico es dependiente de la
distancia a la cual es colocado el inoculo del hongo, nosotros llevamos a cabo
interacciones con la linea reportera DR5:uidA en Arabidopsis con Trichoderma
en placas Petri de mayor tamafo en la cual el inoculo fue colocado a una
mayor distancia de las puntas de las raices principales. La tincién histoquimica
de la linea DR5:uidA después de 5 dias de interaccidon con Trichoderma revelé
que la senal de Gus no fue suprimida indicando que la inhibicion en el
crecimiento de la raiz principal seria dependiente de la distancia por ende de la

concentracion de los metabolitos producidos por el hongo.

Durante las interacciones a distancia de la linea reportera DR5:uidA con las
dos especies de Trichoderma encontramos que la sefial de Gus en las puntas
de las raices principales no es abatida, al contrario, cuando los hongos fueron
crecidos en medio PDA observamos que la sefial aumenta significativamente,
lo cual sugiere que el medio en el cual son crecidos los hongos durante la
interaccion influye en la produccidn de ciertos metabolitos producidos por

Trichoderma, como los Compuestos Organicos Volatiles (VOCs) que podrian
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ser los responsables de desencadenar una respuesta dependiente de Auxinas
en Arabidopsis. Ademas, nosotros analizamos si el fenotipo defectuoso en la
formacion de pelos radiculares en la mutante rhd6 es revertido durante la
interaccion con Trichoderma, ya que ha sido reportado que dicho fenotipo es
revertido mediante la adicion exégena de auxinas o etileno, asi como derivados
de auxinas tales como IAAId ylet que produce T. virens (Masucci y
Schiefelbein 1991; Contreras-Cornejo et al., 2009). Como resultado nosotros
encontramos que tanto en las interacciones en contacto fisico como a distancia
ambas cepas de Trichoderma fueron capaces de curar el fenotipo defectuoso
en la formacion de pelos radiculares en el mutante rhd6, por lo que por primera
vez nosotros demostramos que a distancia Trichoderma cura el fenotipo rhd6,
por lo que la emisién de VOCs y/o etileno por parte del hongo generaria un
reajuste en los niveles de auxinas y/o etileno que generaria pelos radiculares
en dicho linea mutante. Como dato relevante, cuando T. virens fue crecido en
la interaccion a distancia con la linea mutante rhd6, las plantas generaron una

mayor densidad de pelos radiculares.

Las especies de Trichoderma son prolificas productoras de una gran cantidad
de metabolitos secundarios, dentro de estos metabolitos estan los Compuestos
Organicos Volatiles (VOCs), los cuales son producidos como mezclas
complejas de diferentes tipos de compuestos. La produccion de estas mezclas
varia segun la especie del hongo, temperatura y el sustrato en el cual son
crecidos los hongos (Hung et al., 2015). La mayoria de los VOCs producidos
por Trichoderma tienen funciones desconocidas tanto en Trichoderma como en
otros organismos. Sin embargo, se ha reportado que algunos de los VOCs
producidos por algunas especies de Trichoderma tiene la capacidad de
desencadenar diferentes respuestas en plantas entre ellas esta la promocion
del crecimiento (Cutler et al., 1986; Vinale et al., 2008; Hung et al., 2013; Nieto-
Jacobo et al., 2017 Lee et al., 2019). En este trabajo de tesis durante la
interaccion de Arabidopsis-Trichoderma sin contacto fisico identificamos 41

VOCs, de los cuales el 50% fueron sesquiterpenos en la interaccion
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Arabidopsis-T. atroviride, y 87% Arabidopsis-T. virens. Cuando analizamos los
VOCs producidos por la planta sin el hongo, no encontramos la presencia de
sesquiterpenos lo que sugiere que este tipo de compuestos son producidos por
las especies de Trichoderma. Para comprobar esta hipotesis analizamos los
VOCs producidos por cada una de las especies de Trichoderma crecidas solas
en medio MS y PDA. Este analisis permitio la identificaciéon de 49 VOCs cuando
los hongos fueron crecidos en ambos medios, en donde el 79% de los VOCs
producidos por T. virens fueron sesquiterpenos en comparacion con T.
atroviride que solo genero un 44% de este tipo de compuestos. Cuando
nosotros realizamos la comparacion entre los compuestos que se producen en
comun tanto en las interacciones Arabidopsis-Trichoderma (cuando los hongos
fueron crecidos en medio MS o PDA) asi como cuando los hongos fueron
crecidos solos (ya sea en medio MS o PDA) encontramos que el perfil de
compuestos cambia drasticamente. En T. virens solo 43.4% de los VOCs
identificados se producen en comun (tanto en interaccién con Arabidopsis
como cuando el hongo es crecido solo), de los cuales todos fueron
sesquiterpenos. En contraste se encontré que T. atroviride produce el 68.1% de
compuestos en comun (tanto en interaccion con Arabidopsis como si se crece
solo), de los cuales mas de la mitad fueron sesquiterpenos. Estos resultados
muestran la diferencia en las redes metabdlicas que han desarrollado estas dos
especies de Trichoderma a través de la evoluciéon, en donde T.virens
probablemente ha tenido una mayor ganancia genética lo cual le permite
cambiar el patron de metabolitos producidos de acuerdo a las condiciones

nutricionales y de interaccion con otros organismos.

Respecto a los sesquiterpenos, Ditengou y colaboradores (2015) reportaron
que durante la interaccién con el hongo ectomicorrizico Laccaria bicolor con
plantas de Arabidopsis y de Populus la mayoria de los VOCs identificados
fueron sesquiterpenos; ademas reportaron que estos compuestos promueven
la formacion de raices laterales en Arabidopsis y Populus, demostrando de esta

manera que este tipo de compuestos son biolégicamente activos (Ditengou et
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al., 2015). La variacién en el perfil de VOCs producidos por Trichoderma
durante la interaccion con otros microrganismos también ha sido reportada
(Guo et al., 2019). La identificacion de los VOCs durante la interaccion de tres
especies de Trichoderma (T. harzianum, T. Hamatum, y T. velutinum) con el
hongo L. bicolor revel6 que los perfiles de VOCs emitidos durante la interaccién
cambian drasticamente en comparacion a los perfiles producidos cuando los
hongos son crecidos individualmente (Guo et al., 2019). En el presente estudio
observamos un cambio en los perfiles de VOCs producidos por Trichoderma
durante la interaccién con Arabidopsis en comparacion cuando los hongos son
crecidos individualmente, lo que sugiere que estos cambios podrian estar
implicados en la comunicaciéon temprana planta-Trichoderma previo a la
colonizacién de las raices por parte de Trichoderma. En este estudio, entre los
compuestos identificados durante la interaccion Arabidopsis-T. atroviride
encontramos que el 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP) se produjo en gran cantidad
(30,06%) cuando T. atroviride fue crecido en medio PDA en comparacion a
cuando el hongo fue crecido en medio MS en donde solo se produjo en un
1,41% del total de la mezcla de VOCs. En ensayos in vitro se ha reportado que
la adicion exdgena de 6PP en bajas concentraciones promueve el crecimiento
de las plantas y regula la arquitectura de las raices, inhibiendo el crecimiento
de las raices primarias e induciendo la formacidn de raices laterales
(Garnica-Vergara et al., 2016). Esto coincide con nuestros resultados obtenidos
a los 5 dias de interaccion entre Arabidopsis-T. atroviride cuando el hongo fue
crecido en medio PDA en donde observamos una inhibicién en la raiz principal
en comparacién a cuando el hongo fue crecido bajo esta misma condicién en
medio MS. Esto se podria deber a que cuando T. atroviride es crecido en
medio PDA produce una mayor cantidad de 6-PP siendo este compuesto el
responsable de dicha inhibicién. Los cambios en la cantidad de ciertos
metabolitos producidos por Trichoderma podrian estar relacionados con el
sustrato en el cual son crecidos los hogos (Ahamed y Vermette 2009). En este
sentido se ha reportado que T. virens aumenta los niveles de acido indolacético

(AIA) cuando se afade el aminoacido triptéfano al medio de cultivo (Ahamed y
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Vermette 2009; Contreras-Cornejo et al., 2009). El analisis de los perfiles de
VOCs emitidos por T. virens y T. atroviride durante la interaccion con
Arabidopsis mostré que solo 4 de los 41 VOCs identificados en este estudio, se
producen en comun en ambas cepas de Trichoderma; estos fueron el 2-
pentylfuran, a-bergamoteno, isocembreno, y a-elemene. La emisién de 2-
pentylfuran ha sido reportada en la cepa XTBg34 de Bacillus megaterium (Zou
et al., 2010). Cuando el estandar comercial de este compuesto fue aplicado de
manera exdégena en plantas de A. thaliana a una concentracion de 10 ug se
reportd que este compuesto tiene un efecto positivo sobre el crecimiento de
Arabidopsis (Zou et al.,, 2010). En este trabajo encontramos que el 2-
pentylfuran fue producido por T. virens y la planta Arabidopsis en ambos
medios de cultivo, y que solo se produjo cuando el hongo T. vires fue crecido
en medio PDA. También la produccion del a-bergamoteno ha sido identificada
en otras especies de Trichoderma y hongos micorrizicos (Fontana et al., 2009;
Garnica-Vergara et al., 2016; Lee et al., 2016; Nieto-Jacobo et al., 2017). En
este estudio el a-bergamoteno fue identificado en ambas cepas cuando fueron
crecidas en medio MS y PDA durante la interaccién con Arabidopsis. A la fecha
no existen reportes sobre el efecto ejercido por este compuesto en el
crecimiento de plantas, lo cual lo convierte en un candidato para ser probado

aplicandolo de manera exdgena en plantas.

En este trabajo encontramos que T. atroviride y T. virens ejercen un mayor
efecto sobre el crecimiento y desarrollo de A. thaliana cuando la interaccion se
realizé a distancia, en particular cuando los hongos fueron crecidos en medio
PDA. De acuerdo nuestros resultados esto podria deberse a que ciertos VOCs
se generan en mayor cantidad cuando los hongos estan en condiciones
optimas de crecimiento con el medio PDA, en comparacién a cuando crecen en
medio MS.

Cuando realizamos la interaccion Arabidopsis-Trichoderma bajo estrés por frio

(12 °C), observamos que Trichoderma promueve el crecimiento en las plantas
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de Arabidopsis en la interaccion sin contacto fisico cuando fue crecido tanto en
medio MS como PDA. Particularmente T. virens fue la uUnica especie que
promovio el crecimiento de Arabidopsis durante la interaccién a 12°C. Se ha
descrito que el nivel de expresion del gen ERD14 en Arabidopsis aumenta
cuando las plantas son sometidas a estrés por frio (Kovacs et al., 2008); en
este trabajo cuantificamos los niveles de transcripcion del gen ERD14 mediante
gRT-PCR en Arabidopsis durante la interaccién en contacto fisico y a distancia
con T. virens y T. atroviride a 12°C. Encontramos una induccioén del gen ERD14
en ambas condiciones de interaccién, en particular la expresién de ERD14 fue
mayor en las plantas sometidas a interaccion a distancia con T. virens. Esto
sugiere algunos de los VOCs emitidos por esta especie de Trichoderma tienen
la capacidad de desencadenar una mayor expresion de este gen de respuesta
a estrés por frio en plantas de Arabidopsis, lo cual se reflejé directamente en
una mayor tolerancia a este tipo de estrés. La mitigacion del estrés causado
por bajas temperaturas en plantas también ha sido reportada en otras especies
de Trichoderma. En este sentido se reporté que plantas de tomate sometidas a
estrés por frio (8°C) en interacciéon con la cepa AK20G de T. harzianum
desarrollaron una mayor eficiencia fotosintética ademas de un aumento en el
contenido de prolina, mientras que la tasa de peroxidacion de lipidos y la fuga
de electrolitos disminuyd bajo estrés por frio (Ghorbanpour et al., 2018).
Ademas, en ese mismo estudio los autores reportaron que las plantas de
tomate en co-cultivo con T. harzianum bajo estrés por frio incrementan los
niveles de expresion del gen que codifica para la dehidrina TAS174
(Ghorbanpour et al., 2018).

En el presente estudio, encontramos que los perfiles de VOCs identificados son
altamente dependientes de cada especie de Trichoderma. T. virens fue la
especie que mas variacion mostré en los patrones de VOCs emitidos en las
interacciones con Arabidopsis cuando fue crecido en medio MS y PDA.

También, encontramos que T. virens fue la especie que promovié un mayor
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crecimiento y desarrollo en Arabidopsis cuando el hongo fue crecido en medio
PDA.

Con la finalidad de aportar evidencia sobre el potencial biotecnolégico que
ofrecen ciertos hongos benéficos y sus posibles usos en la agricultura en el
segundo capitulo de esta tesis de doctorado nos enfocamos a evaluar el efecto
ejercido por tres cepas pertenecientes a la especie del hongo entomopatdégeno
Metarhizium anispliaae sobre el crecimiento de plantas. Los hongos
pertenecientes al género Metarhizium se encuentran entre las especies de
hongos entomopatégenos mas utilizados en el manejo integral de plagas, de
las cuales M. anisopliae ha sido una de las mas utilizadas para este propédsito
dado que tiene la capacidad de micoparasitar mas de 200 especies de insectos
y acaros (Roberts et al., 2004; Zimmermann et al., 2007. Metarhizium habia
sido considerado como un organismo sapréfito con un dual ciclo de vida, tanto
como habitante del suelo como patégeno de insectos (Roberts y Humber
1981). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que algunas especies
de Metarhizium tienen la capacidad de interactuar y competir por la
colonizacién de la rizésfera llegando a establecerse como endodfitos de plantas
(Pava-Ripoll et al., 201; Jaber y Ownley 2018). Ademas, se ha reportado que
ciertas especies Metarhizium promueven el crecimiento y desarrollo de plantas
(Liao et al., 2014; Greenfield et al., 2016). Sin embargo, esta parte de la
promocion en el crecimiento de plantas mediada por Metarhizium ha sido poco
estudiada.

En la primera etapa de este trabajo nos enfocamos a evaluar el efecto que
ejercen tres cepas de M. anisopliae (Ma-20, Ma- 25 y Ma-28) en el crecimiento
de la planta modelo A. thaliana mediante interacciones in vitro. Estas
interacciones fueron llevadas a cabo en contacto directo y distancia en placas
Petri divididas. Después de siete dias post inoculacion encontramos que las
plantas en interaccién fisica con las tres cepas de Methazium incrementaron
casi el doble su contenido de biomasa, también observamos que bajo esta
interaccion las cepas de Metarhizium causaron la inhibicion en el crecimiento

de la raiz principal. Este fenotipo también lo encontramos durante la interaccion
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de Arabidopsis con especies de Trichoderma en el capitulo anterior cuando
realizamos las interacciones Arabidopsis-Trichoderma en contacto fisico bajo
condiciones in vitro. La inhibicién del crecimiento de la raiz primaria observada
durante las interacciones Arabidopsis-Metarhizium podria atribuirse a ciertos
metabolitos secundarios secretados por el hongo de manera similar a lo
descrito en T. longibrachiatum (Shi et al. 2016) en donde se encontrdé que que
durante la interaccién de T. longibrachiatum con A. thaliana el hongo produce
un peptaibol llamado Trichokonin VI (TK VI), el cual inhibe el crecimiento de las
raices principales al suprimir la divisién celular y el alargamiento celular debido
a una interrupcion en los gradientes de auxinas (Shi et al., 2016). El fenotipo de
la inhibicibn de la raiz principal durante la interaccion de Arabidopsis-
Trichoderma también fue reportado por Pelagio-Flores y colaboradores (2017)
en donde se encontr6 que Trichoderma acidifica el medio a través de un
proceso mediado por H*-ATPasas. Los autores reportaron que la acidificaciéon
del medio provoca la redistribucién de auxinas dentro de las células de la
columella en la cofia de la raiz principal de Arabidopsis, lo que provoca que se
doble la punta de la raiz (fenotipo de gancho) inhibiendo el crecimiento
(Pelagio-Flores et al., 2017).

Ademas, en este trabajo nosotros encontramos que el efecto positivo en el
crecimiento de Arabidopsis ejercido por las tres cepas de Metarhizium no se
limita a la interaccién en contacto fisico. De hecho, durante la interaccién a
distancia de Arabidopsis con las tres cepas de Metrahizium, las plantas
incrementaron el doble de peso fresco en comparacion a la condicion control.
Respecto al fenotipo de inhibicidbn encontrado durante las interacciones en
contacto fisico, en la interaccién a distancia las raices principales fueron de
mayor longitud. La promocion del crecimiento en plantas durante las
interacciones con microorganismos sin contacto fisico también ha sido descrita
en otras especies de microorganismos benéficos (Salazar-Badillo et al., 2015;
lee et al., 2016; Nieto-Jacobo et al., 2017; Tahir et al., 2017). Ademas de la
promocién del crecimiento vegetal, se ha reportado que durante la interaccién

de microorganismos benéficos con las plantas el contenido de clorofila
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aumenta (Rai et al. 2008; Stefan et al., 2013; Suzuki et al.,2014; Chirino-Valle
et al., 2016). En este trabajo encontramos que las tres cepas de M. anisopliae
incrementan el contenido de clorofila a en Arabidopsis en ambas condiciones
de interaccién.

Se ha descrito que la promocion del crecimiento en plantas durante las
interacciones con microorganismos a distancia es mediada por compuestos
organicos volatiles (VOCs) emitidos por los microorganismos (Hung et al.,
2013; Lee et al., 2016; Nieto-Jacobo et al., 2017). Sin embargo, debido a la alta
complejidad y diversidad estructural de los VOCs emitidos por los
microrganismos, elucidar los mecanismos de accién especificos en las plantas
esta aun lejos de lograrse. En la interaccion a distancia Arabidopsis-
Metarhizium observamos un mayor desarrollo en las plantas de Arabidopsis en
comparacion con la interaccién en contacto fisico. Por lo cual nos enfocamos a
identificar los VOCs que se generan de estas cepas de Matarhizium durante la
interaccion sin contacto fisico con Arabidopsis, ademas identificamos los
volatiles emitidos por estos hongos cuando son crecidos solos en medio MS.
Nosotros encontramos que durante la interaccion Metarhizium-Arabidopsis solo
se producen terpenos. En particular solo se identific6 como compuesto unico la
produccion B-Cariofileno durante la interaccién de las cepas Ma-20 y Ma- 25
con Arabidopsis. Mientras que en la interaccion de Ma-28-Arabidopsis se
identificé una baja proporcion de B-Cariofileno y O-Cymeno, y como compuesto
mayoritario el P-Cymeno. Estos volatiles podrian estar implicados en el
crecimiento de las plantulas de Arabidopsis durante las interacciones sin
contacto fisico. Se ha reportado que algunos terpenos incluidos el B-cariofileno
y el O-cimeno, desarrollan funciones quimio-ecolégicas importantes en las
plantas tales como atrayentes de polinizadores y enemigos naturales de ciertos
patdégenos, o como fitoalexinas implicadas en la defensa contra los herbivoros
(Cheng et al. 2007; Bustos-Segura y Foley 2018; Block et al., 2019). Se ha
descrito que durante la interaccion de la cepa FS2 de Talaromyces wortmannii
produce varios terpenos incluido el B-cariofileno (Yamagiwa et al., 2011). En

ese mismo estudio los autores reportaron que la interaccién del B-cariofileno
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(adquirido como estandar comercial) con plantas de Brassica campestris, el [3-
cariofileno promueve el crecimiento de las plantas e induce resistencia contra
C. higginsianum (Yamagiwa et al., 2011). Por lo tanto, es posible que los
terpenos identificados en las interacciones Metarhizium-Arabidopsis en las
interacciones a distancia podrian ser los responsables del crecimiento
observado en Arabidopsis. Adicionalmente, en este estudio realizamos la
identificacién de los VOCs producidos por las tres cepas de M. anisoplie (Ma-
20, Ma-25 y Ma-28) sin interaccién con Arabidopsis. En donde encontramos
que la cepa Ma-20 produjo mayoritariamente O-cimeno, y menor proporciéon (-
cariofileno y eremofileno. Para las cepas Ma-25 y Ma-28 encontramos que los
hongos emitieron B-cariofileno y eremofileno, y en menor cantidad 2-
etilhexanol. Estos resultados sugieren que Metarhizium cambia el perfil de
VOCs cuando esta en interaccién con las plantas los cuales podrian estar

implicados en la comunicacion planta-hongo.

Finalmente, cuando se evalu6 el efecto ejercido por las tres cepas de
Metarhizium en el crecimiento de plantas de Arabidopsis, tomate y maiz
crecidas en macetas. Como resultado encontramos que las tres cepas
promovieron significativamente la ganancia de biomasa en las plantas de
Arabidopsis, tomate y maiz. En este sentido se ha reportado que algunas
especies de Metarhizium son capaces de promover el crecimiento de plantas.
Jaber y Enkerli (2017) publicaron que Beauveria bassiana y M. brunneum son
capaces de establecerse como endéfitos en plantas de Vicia faba estimulando
el crecimiento de las plantas. También fue descrito que la inoculacion de
semillas de maiz con la cepa F52 de M. anisopliae resulté en un aumento
significativo en el crecimiento de plantas de maiz cultivadas en campo (Kabaluk
y Erickson 2007). Este trabajo seria el primer reporte en donde se demuestra
que los VOCs producidos por M. anisopliae promueven el crecimiento de
plantas sin interaccion fisica, ademas de la identificacion de los VOCs emitidos
por M. anisopliae tanto en interaccién con Arabidopsis como cuando el hongo

crece solo.
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V. Conclusiones

>

Trichoderma spp. promueve el crecimiento y desarrollo en Arabidopsis

particularmente en las interacciones sin contacto fisico.

La inhibicidn de la raiz principal en Arabidopsis durante la interaccion en
contacto fisico con Trichoderma es dependiente de la distancia a la cual
es colocado el inoculo del hongo, ya que la inoculacion corta a la raiz
durante la interaccidn en un sistema con espacio reducido algunos
metabolitos podrian estarse acumulando en altas concentraciones

provocando inhibicidn en la raiz principal

Trichoderma tuvo mayor impacto en el crecimiento y desarrollo de
Arabidopsis cuando el hongo creci6 en medio PDA lo que podria
correlacionar con el perfil de VOCs identificados cuando el hongo fue

crecido en PDA.

Trichoderma modula una respuesta dependiente de auxinas en

Arabidopsis tanto en interacciones en contacto fisico como a distancia.

Trichoderma es capaz de inducir la tolerancia al estrés por frio en

Arabidopsis durante la interaccién a distancia.

Los VOCs producidos durante la interaccion Arabidopsis-Trichoderma
spp. sin contacto fisico son principalmente sesquiterpenos, donde la
proporcion y el tipo de estos son dependientes de la cepa y el medio en

el cual son crecidos los hongos.

El perfil de VOCs producidos por Trichoderma virens y Trichoderma
atroviride cambia en gran medida cuando estos son crecidos solos en
medio MS o PDA en comparaciéon cuando estan en interaccion con

Arabidopsis.

Metarhizium anisopliae promueve el crecimiento y desarrollo en

Arabidopsis particularmente en las interacciones sin contacto fisico.
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» Arabidopsis thaliana incrementa el contenido de clorofila a cuando es

sometida a interaccidon con Metarhizium anisopliae.

» Los VOCs producidos durante la interaccion Arabidopsis-Metarhizium
anisopliae sin contacto fisico podrian promover el crecimiento de

Arabidopsis

» El co-cultivo de Metarhizium anisopliae con plantas de Arabidopsis,
Tomate y Maiz resulta en un incremento de biomasa en las plantas, lo
cual convierte a este hongo entomopatégeno en un modelo atractivo

como agente de biocontrol y promotor del crecimiento vegetal.
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VI. Perspectivas

» Probar el efecto individual de estandares comerciales de los VOCs
identificados en Trichoderma y Metarhizium sobre el crecimiento de
plantas.

» Determinar si los estandares comerciales de los VOCs identificados en
Trichoderma y Metarhizium desencadenan cascadas de sefalizacion
dependientes de auxinas mediante el uso de lineas reporteras en
Arabidopsis.

» Determinar si los estdandares comerciales de los VOCs identificados en
Trichoderma y Metarhizium regulan la expresién genes involucrados en

la respuesta a estrés bidtico y abidtico mediante qRT-PCR.

» ldentificar los perfiles de VOCs producidos por Trichoderma vy
Metarhizium durante la interaccion en contacto fisico con A. thaliana.
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