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INTRODUCCION
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1.- EL GENERO Trichoderma
1.1.- Morfologia y sistematica

El género Trichoderma agrupa hongos filamentosos anamorficos (mitospéricos)
pertenecientes a la Divisién Deuteromicota, y a su vez a la Clase de los Hifomicetos
(Gams et al., 1987). Se reproducen de forma asexual alternando la formacion de micelio
y esporas (conidios), éstos Ultimos formados a partir de células desnudas (Webster, 1980).
No obstante, en algunos aislamientos se ha descrito el estado perfecto, sexual o
teleomorfico (meidtico) dentro del género Hypocrea, mientras que el estado asexual
(anamérfico o mitosporico) se denomina Trichoderma; asi, se han identificado Hypocrea
virens como el teleomorfo de Trichoderma virens (Chaverri et al., 2001), Hypocrea
atroviridis de Trichoderma atroviride (Dodd et al., 2003) e Hypocrea lixii de algin
genotipo de Trichoderma harzianum (Chaverri et al., 2003). En el afio 1996, un estudio
molecular demostré que las especies del género Trichoderma son derivados clonales de

Hypocrea que han perdido la capacidad de completar su ciclo sexual (Kuhls et al., 1996).

La mayoria de las especies de Trichoderma se desarrollan rapidamente sobre
sustratos muy diversos y producen grandes cantidades de conidios, generalmente verdes,
o0 excepcionalmente hialinos, formados a partir de células conididgenas enteroblasticas
fialidicas (Kirk et al., 2001). Los conidi6foros de Trichoderma son muy ramificados
(asemejandose a arbustos con forma piramidal), estan tabicados y sus células contienen
mas de un nucleo. Los conidios son ovoides, con pared normalmente lisa y con un solo
nicleo. Bajo determinadas condiciones de estrés, en el micelio se diferencian
clamidosporas, unas mitosporas de pared engrosada que son capaces de resistir
condiciones ambientales desfavorables. Estas estructuras son globosas, con pared rugosa
y mas oscura que la de los conidios, y tiene gran importancia en la supervivencia del
hongo (Lewis & Papavizas, 1984). EI nimero de cromosomas por ndcleo varia de tres a
siete (Goldman et al., 1998) y varia también el tamafio del genoma, aproximadamente
entre 34 y 39 Mbp (Martinez et al., 2008; Kubicek et al., 2011).

El género Trichoderma se describié hace 224 afios (Persoon, 1794). Sin embargo,
debido a la similitud de sus especies, la taxonomia basada en criterios morfolégicos

(Rifai, 1969; Bissett, 1991) fue ardua hasta la disponibilidad de las técnicas moleculares.
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En los ultimos 20 afios, la utilizacién de secuencias de las regiones ITS (Internal
Transcribed Spacers) y de genes que codifican el factor de elongacion de la transcripcion
lo (tefla) o la endoquitinasa 42 (ech42) han permitido desdoblar en nuevos genotipos el
complejo de especies T. harzianum (Grondona et al., 1997), identificar cepas de
biocontrol en grupos taxondémicos determinados (Hermosa et al., 2000), establecer
taxones moleculares en el género (Kubicek et al., 2003), describir especies como T.
asperellum o T. parareesei (Lieckfeldt et al., 1999; Atanasova et al., 2010), relacionar
especies con su forma sexual (Chaverri et al., 2003), o distinguir formas patogenicas de

hongos cultivados, como el champifion (Hermosa et al., 2000; Mazin et al., 2017).
1.2.- Ecologia

Trichoderma incluye hongos de réapido crecimiento que, aunque mas aislados en
suelos forestales y agricolas (Klein & Eveleigh, 1998), se han encontrado en todos los
continentes (Hermosa et al., 2004). Los hongos de este género se desarrollan en una gran
variedad de sustratos y bajo un amplio intervalo de temperaturas, aunque muestran
preferencia por los suelos acidos y ricos en materia organica (Klein & Eveleigh, 1998;
Druzhinina et al., 2011). En los trabajos mas recientes, algunos basados en datos de
metagendmica, se ha observado que el nimero de especies por ecosistema es bajo (Sadfi-
Zouaoui et al., 2009; Friedl & Druzhinina, 2012; Debbi et al., 2018).

Estos hongos, habitantes del suelo, en principio degradadores de materia organica
muerta, también actdan como micoparasitos. Un analisis comparativo de los genomas de
Trichoderma reesei, T. atroviride y T. virens ha demostrado que el micoparasitismo es la
forma de vida ancestral del género Trichoderma y que, posteriormente, surgid la
colonizacion de la rizosfera, hecho que se habria visto favorecido por la presencia en el
suelo de patogenos y exudados de la raiz de las plantas (Kubicek et al., 2011). Varios
estudios han mostrado que la colonizacién de la raiz por Trichoderma se limita a los
espacios intercelulares sin alcanzar los vasos (Yedidia et al., 1999; Chacon et al., 2007;
Samolski et al., 2012; Carrero-Carron et al., 2018), y que el hongo se beneficia de los
exudados de las raices de la planta y de la proteccion del nicho a colonizar (Woo & Lorito,
2007; Rubio et al., 2012). Ademas, algunas de las especies de Trichoderma tienen como
habitat tejidos de las plantas, donde se desarrollan como enddfitas sin causar dafios
aparentes (Bailey et al., 2006, 2008; Bae et al., 2009). Otro aspecto a destacar es la
resistencia relativa de varias especies de Trichoderma a fungicidas de tipo bencimidazol

(Mukherjee et al., 2003), muy utilizados en agricultura. Esta condicién, junto con su
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velocidad de crecimiento y su facil adaptacion a diversas condiciones climéticas y
edéficas confieren a Trichoderma ventaja sobre otros muchos hongos filamentosos en la
colonizacion de suelos tras la aplicacion de estos tratamientos, y hacen de estos hongos

unos excelentes candidatos a agentes de control biologico (ACB).
1.3.- Trichoderma como agente de control biolégico

El control bioldgico es el uso de organismos beneficiosos para reducir los efectos
negativos producidos por agentes fitopatdgenos y para promover respuestas positivas en
las plantas. El biocontrol no solo se limita a controlar las enfermedades de las plantas,
sino que también se relaciona con los beneficios directos que algunos microorganismos

ejercen sobre las mismas (Shoresh et al., 2010).

En la actualidad, se reconocen varios mecanismos de accion de Trichoderma como
ACB: micoparasitismo, antibiosis, competencia con el patdégeno, promocion del
crecimiento de la planta, incremento de su tolerancia frente a estreses abiodticos y
estimulacion de sus defensas contra patdgenos (Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004;
Lorito et al., 2010; Shoresh et al., 2010; Hermosa et al., 2012).

1.3.1.- Micoparasitismo

El micoparasitismo es el tipo de simbiosis en la que un hongo parasito se beneficia
de otro, el huésped, del que obtiene los nutrientes necesarios para completar su
crecimiento y reproduccién pudiéndole causar perjuicio o incluso la muerte. Cuando
ocurre esto ultimo el parasitismo se denomina necrotrofo para diferenciarlo del
parasitismo biotrofo, en el que la interaccion solo puede tener lugar con las células vivas

del huésped.

En el caso de Trichoderma, el micoparasitismo es un proceso complejo que conlleva
una serie de eventos secuenciales. Primero, Trichoderma localiza al patdgeno y crece
orientado hacia él por quimiotropismo (Lu et al., 2004). Esta deteccion a distancia
conlleva la expresion secuencial de enzimas que degradan la pared celular (CWDES).
Aunque las diferentes cepas de Trichoderma pueden seguir distintos patrones de
induccion de CWDEs, parece seguro que una exoquitinasa extracelular, producida de
forma constitutiva a bajos niveles, podria estar implicada en este proceso. Esta
exoquitinasa determina la liberacion de ciertos oligémeros de la pared del hongo diana,
que inducen la expresion de genes que codifican endoquitinasas (Brunner et al., 2003;
Harman, 2006; Liu et al., 2017), cuya liberacion y difusion determinan que Trichoderma
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comience el ataque al hongo diana antes de que se haya producido el contacto fisico
(Viterbo et al., 2002).

Una vez que los hongos parésito y huésped establecen contacto, las hifas de
Trichoderma pueden enroscarse alrededor de la hifa de su presa y formar estructuras
especializadas de tipo apresorio (Figura 0.1), desde las que se produce la penetracion en
el interior de las hifas del patdégeno. Esta union parece estar mediada por la interaccién
entre carbohidratos (generalmente galactosa o fucosa) de la pared celular de Trichoderma
y lectinas del hongo diana (Inbar & Chet, 1996; Rocha-Ramirez et al., 2002; Reithner et
al., 2005; Zeilinger et al., 2005). Una vez en contacto, Trichoderma produce varias
CWDEs y antibidticos, como se ha comprobado con los peptaiboles, que formaran poros
en la pared celular del hongo parasitado (Schirmbdck et al., 1994; Mukherjee et al., 2010).

Figura 0.1: Vista a microscopio electrénico de barrido del micoparasitismo ejercido por

Trichoderma sobre Rhizoctonia solani. (A) Hifa de Trichoderma (T) enroscandose en una hifa
de R. solani (R). (B) Apresorios formados en la interaccion Trichoderma-Rhizoctonia (la barra
equivale a 10 um). (C) Hifa de R. solani (de la que se ha retirado la hifa de Trichoderma) con los

poros provocados por el micoparasito. Adaptado de Harman et al. (2004).

Finalmente, Trichoderma digiere el contenido intracelular del hongo. Esta fase del
micoparasitismo va acompariada de algunos cambios morfolégicos como vacuolizacion,
pérdida de citoplasma y desintegracion de las hifas del huésped (Benhamou & Chet,
1996). En algunos casos, también se ha observado la esporulacion de Trichoderma tras la
completa digestion del hongo atacado (Elad et al., 1984).

El mecanismo micoparasitico de Trichodema implica la accion de diversas CWDEs,
entre las que destacan quitinasas, glucanasas y proteasas, y celulasas en el caso de los

oomycetos (Sanz et al., 2004).

Por otro lado, aunque no puede denominarse micoparasitismo, la capacidad de
diferentes especies de Trichoderma de actuar como parasitos de nematodos sigue un

proceso similar al aqui mostrado. En este sentido, se ha observado que diferentes especies
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de Trichoderma producen proteasas y quitinasas capaces de facilitar la destruccion de
huevos y matar formas juveniles y adultos de distintas especies de nematodos (Suérez et
al., 2004; Rajinikanth et al., 2016; Contina et al., 2017).

1.3.2.- Antibiosis

La antibiosis consiste en la inhibicion del crecimiento de un organismo por los
metabolitos secundarios (SMs) producidos por otro, sin que medie contacto fisico entre
ellos. Los SMs son moléculas no esenciales para el crecimiento del organismo, pero que
tienen un importante papel en la sefalizacion, desarrollo e interaccion con otros
organismos (Keller et al., 2005; Hoffmeister & Keller, 2007; Osbourn, 2010), y son
frecuentemente sintetizados cuando se detiene el crecimiento activo o bajo determinadas
condiciones de cultivo, generalmente relacionadas con situaciones de estrés (Keller et al.,
2005). Trichoderma representa una de las mas grandes diversidades metabdlicas
encontradas dentro del Reino Fungi. Se ha descrito que es capaz de producir miles de
SMs distribuidos en més de 120 estructuras moleculares (Sivasithamparam & Ghisalberti,
1998; Degenkolb et al., 2008; Reino et al., 2008; Vinale et al., 2012). Entre ellos, los mas
estudiados son los peptaiboles (ej. trichokoninas y alametacina), pequefios péptidos no
ribosomicos (NRPs) (ej. gliotoxina y sideroforos), policétidos (PKs) (ej. aspinolidas y
trichodermacetonas), terpenos (trichotecenos) (ej. harzianum A vy trichodermina) y
pironas (ej. 6-pentil-a-pirona, 6-PP) (Mukherjee et al., 2013; Hermosa et al., 2014).

Algunos SMs de Trichoderma han mostrado multiples aplicaciones en terapia
humana como anticancerigenos, supresores de inmunidad o agentes reductores de
colesterol (Keswani et al., 2014). También se ha observado actividad antimicrobiana de
algunos SMs contra patégenos humanos, bacterias, levaduras y hongos filamentosos
(Vizcaino et al., 2005; Tijerino et al., 2011; Leelavathi et al., 2014); e incluso se ha
descrito potencial entomopatogeno para algunos de ellos (Vargas et al., 2014; Ganassi et
al., 2016). Ademas, cabe destacar el efecto de los SMs contra nematodos, no sélo
fitopatégenos como T. harzianum frente a Meloidogyne incognita (Madaure & Mashela,
2017; Singh et al., 2017), sino también de interés veterinario, destacando el efecto
nematicida de T. virens sobre el gusano intestinal de los perros (Toxocara canis) (de
Souzaet al., 2017), o contra virus como es el caso de los tricotecenos de T. albotutescens
contra el virus del moteado del pimiento (PMV) (Ryu et al., 2017) o de la enzima L-
lisina-a-oxidasa contra virus de la Fiebre Sindbis (SINV), causante de la encefalitis

transmitida por garrapatas en humanos (Larichev et al., 2017).
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Estudios de gendmica comparada han revelado que T. atroviride y T. virens poseen
un repertorio de genes que codifican NRP sintasas y PK sintasas superior al de cualquier
otro hongo filamentoso (Kubicek et al., 2011; Mukherjee et al., 2012). Se ha observado,
en ensayo in vitro, que algunos SMs de Trichoderma poseen actividad antimicrobiana
contra patdgenos de interés agricola pertenecientes a géneros tan diversos como Botrytis,
Fusarium, Rhizoctonia, Phythophthora, Pythium, Penicillium, Sclerotinia, Stachybotrys,
Colletotrichum, Aspergillus, Guignardia o Gaeumannomyces (Jamali et al., 2016; de
Lima et al., 2017). Recientemente, la obtencion de mutantes de T. parareesei silenciados
en Tparo7, gen que codifica la corismato mutasa (enzima de la biosintesis de aminoacidos
aromaticos), ha demostrado que los metabolitos tirosol, 2-feniletanol y SA, se forman en
esta ruta y contribuyen a la actividad antifangica del hongo (Pérez et al., 2015).

Como se detallard mas adelante, en los ultimos afios se ha descrito que SMs de
Trichoderma tienen capacidad para inducir respuestas de defensa en plantas y/o promover
su crecimiento (Viterbo et al., 2007; Mukherjee et al., 2012; Vinale et al., 2012,
Malmierca et al., 2015a; 2015b; Garnica-Vergara et al., 2016). Sin embargo, pocos de
esos SMs han demostrado capacidad para contribuir por si solos al control de una
determinada enfermedad bajo condiciones de campo (Keswani et al., 2014; Li et al.,
2014).

1.3.3.- Competicién con el patégeno

Se entiende por competencia el desigual comportamiento de dos 0 mas organismos
por un mismo requerimiento o recurso, de manera que la utilizacion de éste por uno de
ellos reduce la cantidad disponible para los demas. Estos requerimientos o recursos
pueden ser nutrientes, oxigeno, espacio fisico, luz, etc. (Paulitz, 1990).

Es dificil determinar hasta qué punto Trichoderma es capaz de ejercer su accién
antagonista solo a través de la competicion o si, otros mecanismos como el
micoparasitismo o la antibiosis preparan el escenario para que la competicion se lleve a
cabo de una forma mas eficaz (Harman, 2006). Aun asi, existen varios ejemplos en los
que la captacion de nutrientes es el mecanismo de competicion directo de Trichoderma
frente algunos patdgenos (Howell & Stipanovic, 1995; Handelsman & Stabb, 1996; Lo et
al., 1996).

La competicion por carbono, nitrégeno y hierro juega un papel importante durante la

interaccion entre hongos beneficiosos y perjudiciales. Trichoderma es capaz de movilizar
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y absorber nutrientes del suelo més eficientemente que otros hongos (Vinale et al., 2008).
También se ha relacionado la mayor capacidad de T. asperellum para movilizar hierro
con su mayor capacidad para combatir enfermedades causadas por F. oxysporum f. sp.

lycopersici en tomate (Segarra et al., 2010).
1.3.4.- Promocidn del crecimiento vegetal

Las especies de Trichoderma son capaces de promover el crecimiento y el desarrollo
de las raices laterales de las plantas (Chang et al., 1986; Yedidia et al., 2001; Pelagio-
Flores et al., 2017), con el consiguiente incremento de la productividad en los cultivos
(Harman et al., 2004; 2006). Para explicar este hecho se han sugerido varios mecanismos
como son: la produccion de factores de crecimiento y vitaminas, el control de patdgenos
menores, o la conversion de material no utilizable (metales como Fe, Zn, Mn y Cu) en
formas que puedan ser utilizadas por las plantas (Altomare et al., 1999). Sin embargo, no
todas las especies y/o cepas de Trichoderma estimulan el desarrollo de las plantas
(Hermosa et al., 2012). Este hecho esta condicionado por el genotipo vegetal (Tucci et
al., 2011) y por la especie de Trichoderma en cuestion (Rubio et al., 2012). De hecho,
algunas especies de Trichoderma causan efectos negativos sobre el crecimiento de la
planta, como es el caso de Trichoderma brevicompactum, cuyos efectos adversos se han

asociado con la produccion de trichodermina (Tijerino et al., 2011).

Trabajos llevados a cabo con mutantes de plantas y/o transformantes de Trichoderma
han demostrado que algunas especies pueden producir acido indol acético (I1AA),
provocando la regulacion de los niveles de esta hormona en la rizosfera (Contreras-
Cornejo et al., 2009; Hoyos-Carvajal et al., 2009; Nieto-Jacobo et al., 2017); incrementar
la capacidad fotosintética de las plantas (Vargas y col., 2009); o modificar la arquitectura
de la raiz, aumentando el nimero de raices secundarias y pelos radicales, para aumentar
la captacidn de nutrientes (Samolski et al., 2012). Ademas, la capacidad de Trichoderma
para reducir la disponibilidad de etileno (ET) en las plantas, promueve el crecimiento de
las mismas, ya que disminuye los niveles de su molécula precursora mediante la enzima
1-aminociclopropano-1-carboxilico desaminasa 0 ACC desaminasa (Viterbo et al., 2010).
En este mismo sentido, SMs purificados de algunas cepas de Trichoderma como 6-PP,
koningina, harzianopiridona, cerinolactona, aspinolidas o acido harzianico, asi como
mutantes afectados en la produccion de pironas como 6-PP y trichotecenos como
harzianum A (HA), han demostrado que estos compuestos son capaces de promover el

crecimiento de plantas como tomate, arabidopsis, trigo, guisante o azalea (Vinale et al.,
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2008; 2012; Malmierca et al., 2012; 2013; 2015a; 2015b; Garnica-Vergara et al., 2016;
Mutawila et al., 2016). Parece que en esas respuestas de la planta a Trichoderma se
engloban componentes del transporte y sefializacion de auxinas, ademas de la proteina 2
de insensibilidad a ET (EIN2), regulador central de la sefalizacion por ET (Garnica-
Vergara et al., 2016).

1.3.5.- Aumento de la resistencia frente a estreses bioticos

Durante muchos afios, la capacidad de cepas de distintas especies de Trichoderma
para proteger a la planta contra patdgenos de raiz se atribuyé a un efecto directo sobre el
patogeno (Chet et al., 1998). Sin embargo, se ha demostrado que, al colonizar las raices
de la planta, dichas cepas estimulan los mecanismos de defensa de la misma (Yedidia et
al., 1999; Korolev et al., 2008; Segarra et al., 2009; Hermosa et al., 2012; Hermosa et al.,
2013) (Figura 0.2), lo que conlleva a un incremento de su resistencia contra varios
microorganismos fitopatdgenos e incluso nematodos (Monte, 2001; Harman et al., 2004),
gracias a una respuesta SAR y a la produccion radicular de ET, como en el caso de T.
harzianum y el nematodo Meloidogyne incognita en plantas de tomate (Leonetti et al.,
2017; Singh et al., 2017), activacion defensiva heredada por la progenie, como se ha
comprobado en plantas de tomate procedentes de semillas de plantas inoculadas con T.
atroviride que fueron resistentes frente a Meloidogyne javanica (de Medeiros et al.,
2017).

Esta demostrado que Trichoderma inicialmente coloniza la superficie de las raices
de la planta para, posteriormente, penetrar en las primeras capas de células de la epidermis
(Yedidia et al., 1999; Chacén et al., 2007), donde permanece como un microorganismo
simbionte no patogénico (Harman et al., 2004; Woo et al., 2006), induciendo cambios en
la arquitectura de la raiz (Samolski et al., 2012) y otros cambios sistémicos que influyen
sobre su capacidad de defensa contra patdgenos y estreses abioticos (Hermosa et al., 2012;
Hermosa et al., 2013). Ademas, mediante estudios transcriptémicos, se ha observado que
en las primeras horas de interaccion de Trichoderma con la planta tiene lugar, en ésta,
una bajada en la expresion de genes de defensa relacionados con las rutas de sefializacion
de SA y JA, hecho que permitiria a Trichoderma colonizar la raiz (Moran-Diez et al.,
2012).

A su vez, en el establecimiento de la interaccion con la planta, Trichoderma produce
una gran variedad de MAMPs (Microbe-Associated Molecular Patterns) y algunos

DAMPs (Damage-Associated), como la endopoligalacturonasa ThPG1 (Moran-Diez et

-14 -



INTRODUCCION

al., 2009), que activan la MTI (MAMP-Triggered Immunity) (Hermosa et al., 2012).
Entre los MAMPs que se han identificado hay desde xilanasas (Rotblat et al., 2002) y
celulasas (Martinez et al., 2001) hasta ceratoplataninas (Djonovic et al., 2006; Seidl et al.,
2006), e incluso metabolitos secundarios como 6PP y otros que, a bajas dosis, pueden
actuar como MAMPs (Vinale et al., 2008; Vinale et al., 2012; Garnica-Vergara et al.,
2016).

Parece ser que debido a la produccion de esa variedad de MAMPSs, algunos poco
comunes, la MTI desencadenada por Trichoderma es mas fuerte que la PTI (PAMP-
Triggered Immunity) determinada por los patégenos (Lorito et al., 2010). Aunque solo se
ha podido identificar una asociacion MAMP-PRR (Pattern Recognition Receptors), la de
la xilanasa EIX de T. viride con el receptor LeEix2 (Ron & Avni, 2004), los genomas de
Trichoderma son ricos en proteinas de unidén a quitina con dominios de lisina, tipo LysM
(Kubicek et al., 2011) y, por tanto, capaces de suprimir la respuesta PTI de la planta ya
que secuestran quito-oligosacéridos susceptibles de ser reconocidos por receptores PRR
como el LysM-CERL1 (de Jonge et al., 2010).

Las respuestas de la planta a la colonizacién por Trichoderma incluyen la secrecion
de peroxidasas (Howell et al., 2000), la biosintesis de compuestos terpénicos (Howell,
2006), y la modificacion de los niveles de JA, SA'y ET (Harman et al., 2004; Lorito et
al., 2010; Hermosa et al., 2013). Aunque también se sabe que Trichoderma es capaz de
suprimir la produccion de fitoalexinas (Masunaka et al., 2011) o degradar exudados

fenolicos de la planta (Chen et al., 2011).

Por otro lado, y de forma similar a lo que ocurre con los fitopatdgenos, Trichoderma
puede producir efectores, también volatiles, que activan una respuesta ETI (Effector-
Triggered Immunity) en la planta, pero en este caso de tipo “priming”. Varios trabajos
han demostrado la existencia de “priming” por Trichoderma en ausencia de patdgeno, es
decir, predisponer a la planta para responder de forma mas rapida y mas intensa frente a
un ataque posterior de un patdégeno (Shoresh et al., 2005; Djonovic et al., 2007; Segarra
et al., 2007; Tucci et al., 2011; Malmierca et al., 2012; 2015a; 2015b; Martinez-Medina
etal., 2017). En este sentido, en T. harzianum y T. atroviride se han identificado proteinas
homologas a los efectores Avrd y Avr9 de Cladosporium fulvum (Harman et al., 2004), y
se han descrito receptores NBS-LRR (Nucleotide-Binding Site Leucine-Rich Repeat) en
plantas de judia en interaccion con T. atroviride y en plantas de maiz en interaccion con

T. harzianum (Marra et al., 2006; Shoresh & Harman, 2008). Por tanto, las respuestas
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defensivas provocadas por Trichoderma en la planta parecen cumplir también un modelo
de “zig-zag” (Lorito et al., 2010).

Al contrario de los fitopatdgenos, que activan la SAR sefializada por SA y asociada
con un incremento en la expresion de genes PR en la planta, Trichoderma, al igual que
otros hongos y bacterias beneficiosos, generalmente activa la ISR que culmina en la
acumulacion de compuestos asociados a las rutas de JA'y ET como son la fenilamonio
liasa y la peroxidasa (Shoresh et al., 2005; Contreras-Cornejo et al., 2017; Sharma et al.,
2017). Sin embargo, también se han descrito respuestas de tipo SAR inducidas por
Trichoderma longibrachiatum (Martinez et al., 2001), T. virens (Howell, 2006), T.
asperellum (Segarra et al., 2007) y T. harzianum (Moréan-Diez et al., 2009). Y, ademas,
se ha confirmado que plantas tratadas con Trichoderma pueden desencadenar la respuesta
SAR durante largos periodos de tiempo pero que, cuando son posteriormente infectadas
por un patdgeno, pueden inducir genes de la ruta del JA que dan lugar a la represién de
genes del patdgeno y que desencadenan una respuesta ISR prolongada en el tiempo (Tucci
et al., 2011; Malmierca et al., 2012; 2013; 2015a; 2015b). Por tanto, la separacion de
respuestas ISR y SAR no parece estar claramente delimitada, debido a que cada dia

obtenemos mas informacién que clarifica que no estamos ante dos términos absolutos.

La interaccion entre Trichoderma y la planta es un proceso dinamico en el que, segun
la cepa de partida, la concentracion de indculo aplicada, el tipo de material vegetal, el
estado de desarrollo de la planta y el momento y duracion de la interaccion, se pueden
solapar la expresion de genes sefializados por las rutas de JA/ET y/o SA (Hermosa et al.,
2012; Mendoza-Mendoza et al., 2018) (Figura 0.2). Ademas, ese didlogo no se puede
separar de las respuestas defensivas de la planta contra estreses medioambientales,
formando una red interconectada en la que fitohormonas como IAA, ABA y GAs
desempefian también un papel importante (Pieterse et al., 2009; Hermosa et al., 2013). Y,
estudios transcriptémicos han demostrado también que Trichoderma induce de forma
activa cambios sistémicos en la fisiologia de la planta, modulando la expresion de genes
relacionados con estreses bioticos y abidticos (Alfano et al., 2007; Moran-Diez et al.,
2012).
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Figura 0.2: Modelo hipotético de interaccion fitohormonal Trichoderma-planta. El descenso

en la cantidad de etileno (ET), provocado por accion de la ACC-desaminasa del hongo, y la
produccion de &cido indol acético (IAA), producen cambios en la red hormonal de la planta que
determinan el equilibrio crecimiento/defensa de la misma. ABA: &cido abcisico, GA: giberelinas,
JA: acido jasmoénico, ACCD: 1-aminociclopropano-1-carboxilico deaminasa, ACCS: 1-
aminociclopropano-1-carboxilico sintasa, MI'YC2: factor de transcripcion de genes de respuesta
a JA, DELLA: reguladores negativos de la sefializacion de GA, y JAZ: proteinas “jasmonate
ZIM domain”, reguladores negativos de la sefializacion de JA. Extraida de Hermosa et al. (2013).

1.3.6.- Incremento de la tolerancia frente a estreses abioticos

Los efectos beneficiosos de Trichoderma en plantas sometidas a estreses abidticos
estan bien documentados (Donoso et al., 2008; Bae et al., 2009; Shoresh et al., 2010;
Kashyap et al., 2017; Mishra et al., 2017), aunque muchos de los factores que controlan

el estrés en las plantas son todavia desconocidos.

Mastouri et al. (2010) publicaron que el tratamiento de semillas de tomate con T.
harzianum acelera su germinacion, incrementa el vigor de las plantulas y aminora los
efectos provocados por estreses térmico, osmotico, salino e hidrico, ya que induciria
cambios fisoldgicos en la planta contra los dafios oxidativos. Algo también observado por
Ghorbanpour et al., (2018) en tomates sometidos a bajas temperaturas, o por Yasmeen &
Siddiqui (2018) en maiz y arroz sometidos a salinidad, también observado en tomates
(Rubio et al., 2017). Estas respuestas son comparables a los efectos provocados por
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Serendipita indica (o Piriformospora indica) durante la simbiosis que establece con la
planta (Vadassery et al., 2009). Un mecanismo comun a través del cual los hongos
beneficiosos y las bacterias PGPR aumentan la tolerancia de éstas a los estreses abidticos,
seria la disminucién del dafio causado por la acumulacion de especies reactivas de

oxigeno (ROS) que ocurre en las plantas estresadas (Mastouri et al., 2010).
1.4.- Trichoderma como fuente de genes

Teniendo en cuenta los distintos mecanismos de biocontrol, queda claro que existen
muchos genes y productos génicos implicados en dichos procesos, que son susceptibles
de ser aislados y clonados para producir cultivos transgénicos resistentes a enfermedades.
Estos genes constituyen una fuente importante para el desarrollo de la biotecnologia
agricola (Lorito et al., 1998; Hermosa et al., 2000; Vizcaino et al., 2006; Hermosa et al.,
2011b; Nicoléas et al., 2014).

Un estudio pionero demostrd que genes de Trichoderma podian ser funcionalmente
expresados en plantas para conferirles caracteristicas beneficiosas, principalmente en el
control de enfermedades. En este estudio, se consiguieron altos niveles de expresion del
gen chit42 de la endoquitinasa de T. harzianum en diferentes tejidos de la planta, lo cual
confirio resistencia a lineas transgénicas de patata y tabaco frente a patdgenos foliares
como Alternaria alternata, A. solani y Botrytis cinerea, ademéas del patdgeno de raiz
Rhizoctonia solani (Lorito et al., 1998). Posteriormente, la introduccion de este gen en
otros cultivos demostro resistencia frente a distintos patégenos, como es el caso de la
resistencia a Venturia inaequalis en manzanos (Bolar et al., 2001), a Alternaria
brassicicola en brdcoli (Mora & Earle, 2001), o a Phoma tracheiphila y B. cinerea en
limoneros (Gentile et al., 2007; Distefano et al., 2008). Ademas, también se expresaron
en plantas diferentes genes relacionados con la actividad quitinasa, como el gen chit42 de
T. virens, que confiere resistencia a R. solani en arroz (Shah et al., 2009); el gen Tv-echl
de T. virens, que aumenta la resistencia del algodon a A. alternata y R. solani (Emani et
al., 2003; Kumar et al., 2009) (Figura 0.3); o el gen chit36 de T. harzianum, que es capaz
de propiciar una mayor tolerancia en zanahoria frente a los patdgenos A. radicina y B.

cinerea (Baranski et al., 2008).
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Figura 0.3: Resistencia frente a R. solani de algoddn transgénico que expresa una
endoquitinasa de T. virens. A: Severidad de la enfermedad en el ecotipo silvestre (WT) y
plantulas transgénicas después de 6 dias; B: Hojas de WT y linea transgénica infectadas con el
hongo; C: Aumento del area infectada; D: Inhibicion del crecimiento del micelio del hongo a
través de la raiz de linea transgénica; E: Una imagen mas ampliada del micelio tefiido con
lactofenol. Extraido de Kumar et al. (2009).

Otros estudios se han basado en la expresion simultdnea de varios genes de
Trichoderma en la planta, con muy buenos resultados, como son la resistencia frente a R.
solani y Magnaporthe grisea en arroz por la presencia de varios transgenes que
codificaban dos quitinasas (ech42 y nag70) y una B-1,3-glucanasa (gluc78) de T.
atroviride (Liu et al., 2004).

Adicionalmente, la expresion de los genes chit33 y chit42 de T. harzianum en tabaco
fue capaz de generar una respuesta defensiva innata en la planta y una mayor tolerancia
frente a estrés salino (Dana et al., 2006), lo cual abre la posibilidad de que estas quitinasas
puedan actuar sobre hongos endofitos, haciendo que liberen quito-oligosacaridos que
actian como inductores generales de la respuesta defensiva frente a distintos tipos de
estrés (Hermosa et al., 2012).

Por otro lado, una importante ventaja biotecnoldgica ha sido la expresion del gen
hsp70 de T. harzianum en arabidopsis, induciendo resistencia a altas temperaturas, alta
salinidad y sequia, sin disminucion del crecimiento vegetal o presencia de alteraciones en
el desarrollo (Montero-Barrientos et al., 2010). O la transformacion de plantas de tabaco
con un gen del mismo hongo que codifica para una aquagliceroporina, mejorando el uso
eficiente del agua de esas plantas y aumentando su tolerancia a la sequia (Vieira et al.,
2017).
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1.5.- Otras aplicaciones de Trichoderma

Las especies del género Trichoderma poseen caracteristicas que las dotan de un gran
interés no solo para la agricultura, sino también para las industrias biotecnologicas
(alimentaria, textil, farmacéutica y ambiental). La capacidad de algunas cepas de especies
de Trichoderma de secretar gran cantidad de proteinas, las convierte en una alternativa
como féabricas celulares para la produccion de proteinas con diferentes fines
biotecnoldgicos, y para las cuales, ya se dispone de sistemas de transformacion eficaces
(Cardozaetal., 2006; Steiger etal., 2011; di Colognaet al., 2017; Kidwai & Nehra, 2017).
El mejor ejemplo de especies de Trichoderma con interés industrial es T. reesei, cuya
eficiente maquinaria de produccion y secrecién de celulasas ha dirigido su explotacion
comercial hacia areas tan diversas como las fermentaciones alcoholicas, los detergentes
para el lavado de ropa, la produccion de ropa vaquera (denim) rota, el blanqueo del papel,
la alimentacion animal o la produccion de combustible (Schuster et al., 2012; Druzhinina
& Kubicek, 2017; Ellila et al., 2017; Gao et al., 2017; Li et al., 2017; Lin et al., 2017;
Wang et al., 2017). Aplicaciones parecidas se han encontrado posteriormente para T.
harzianum (Libardi et al., 2017), T. viride (Taha, 2017) y T. atroviride (Oszust et al.,
2017).

Pero estas especies de interés industrial de Trichoderma también son capaces de
producir otras muchas enzimas y compuestos con numerosas aplicaciones. Por ejemplo,
enzimas lacasas con actividad biodegradante y detoxificante de colorantes (Bagewadi et
al., 2017; Shanmugam et al., 2017); xilanasas para el blanqueamiento natural de pulpa de
papel (Korkmaz et al., 2017; Nathan et al., 2017; de Oliveiraetal., 2017); u otras enzimas
para la produccion de etanol a partir de residuos vegetales (Manavalan et al., 2017; de
Silva-Delabona et al., 2017; Souza et al., 2017). Ademas, en la actualidad se encuentra
en constante avance el escalado industrial de produccién de diferentes compuestos por
parte de Trichoderma, como es el caso del &cido galactérico por T. reesei (Paasikallio et
al., 2017).

Algunas especies de Trichoderma se han registrado para su aplicacion comercial
como productos fungicidas en agricultura (Monte, 2001). En Espafia, estan registrados en
el MAPAMA, como productos pioneros, dos formulados a base de Trichoderma:
TUSAL® (T. atroviride T11 + T. asperellum T25) y Bioten® (T. asperellum ICC012 +
T. gamsii ICC080). E incluso como fungicida de aplicacion foliar (Oros & Naar, 2017).

Mas recientemente se ha registrado Trianum® (T. afroharzianum T22). Las materias
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activas de estos tres productos comerciales registrados en Espafia son de las pocas cepas

de Trichoderma con registro europeo para su venta.

También, las especies de Trichoderma se usan en la biorremediacion de los suelos
(Cao y col., 2008; Hoseinzadeh et al., 2017). Se ha demostrado que cepas de T.
harzianum, T. atroviride y T. asperellum son capaces de aliviar la fitotoxicidad de plantas
de lechuga y espinaca irrigadas con agua contaminada con arsénico (Caporale y col.,
2014; Su et al., 2017) o de garbanzo al conjugar este contaminante con complejos
organicos (Tripathi et al., 2017), y que una glicoproteina de T. harzianum podria tener un
alto potencial biotecnoldgico para eliminacion de fosfatos en el suelo (Souza y col.,
2016). Por otro lado, se ha observado como la inoculacion de plantas de arroz con
diferentes cepas de Trichoderma mejora su tolerancia frente a la presencia de Cd en el
suelo (Nongmaithem et al., 2017), o como T. asperellum reduce la fitotoxicidad
provocada por Cu en cebolla (Vargas et al., 2017). También se ha identificado a T.
harzianum como un bioabsorbente efectivo de fluoruros (Koshle