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ABREVIATURAS Y SIGLAS 

 

ꭓ Media aritmética 

+B Plantas infectadas con Botrytis cinerea 

+G Plantas inoculadas con AMFs 

+K4 o +K5 Plantas inoculadas con transformantes silenciados de T. harzianum en Thkel1 

+KT Plantas inoculadas con el control de transformación de silenciamiento de T. harzianum en 

Thkel1 

+T o +T34 Plantas inoculadas con T. harzianum 

+T6 Plantas inoculadas con T. parareesei 

µM Micromolar 

17 y 20 Líneas transgénicas de colza con una copia y dos copias del gen Thkel1, respectivamente 

1-MeO-I3M 1-metoxi-3-indolmetilo 

2-PE ITC Isotiocianato 2-feniletilo 

4-MeO-I3M 4-metoxi-3-indolmetilo 

6-PP 6-pentil-α-pirona 

ABA Ácido abscísico 

ACB Agente de control biológico 

ACC 1-aminociclopropano-1-carboxílico 

ADN Ácido dexosirribonucleico 

ADN-T ADN de transferencia 

ADP Adenosín difosfato 

AIS Arabidopsis Information Service 

ALA  Ácido α-linolénico 

AMFs Hongos micorrícicos arbusculares 

AOX Oxidasa alternativa 

ARN Ácido ribonucleico 

At Arabidopsis thaliana 

ATAF Factor transcripcional de Arabidopsis thaliana 

ATP Adenosín trifosfato 

BA Ácido benzoico 

BA2H Ácido benzoico 2-hidrolasa 

BAS Estructuras ramificadas de absorción 

Bn Brassica napus 

BRCA2 Proteína cáncer de mama 2A 

BRs Brasinoesteroides 

bZIP Dominio básico de cremallera de leucina 

Ca2+ Ión calcio 

CaM Calmodulina 
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CAMTA3 Activador transcripcional 3 de unión a CaM 

CANOLA Canadian Oil Low Acid (aceite canadiense bajo en ácido) 

CBNAC Proteína NAC de unión a CaM 

CBP60g Proteína de unión a CaM 60g 

CDPKs Proteínas kinasas dependientes de Ca2+ 

CH3COONH4 Acetato de amonio 

CK Citoquinina 

cm centímetro 

CM Corismato mutasa 

coi1-30 Coronatine Insensitive 1 (mutante de arabidopsis deficiente en JA) 

COL Ecotipo silvestre de Arabidopsis thaliana, Col-0 

CSIC Consejo Superior de Investigaciones Científicas 

Ct Ciclo umbral 

CUC  Proteína del cotiledón en copa 

CWDEs  Cell Wall Degrading Enzymes (enzimas degradadoras de la pared celular) 

Cys Cisteína 

D.O. Densidad óptica 

Da Dalton 

DAMPs Damage-Associated Molecular Patterns (patrones moleculares asociados a daño) 

DAMPs Patrones moleculares asociados a daño 

DEPC Pirocarbonato de dietilo 

dNTP Desoxirribonucleótidos trifosfato 

E Einstein 

ech Endoquitinasa 

EDS1 Enhanced Disease Susceptibility (proteína de aumento de la susceptibilidad a la enfermedad) 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

EIN2 Proteína 2 de insensibilidad a ET 

ERR Elongación radicular relativa 

ESI Ionización por electroespray 

ESPs Proteínas epitioespecíficas 

ET Etileno 

ETI Effector-Triggered Immunity (inmunidad activada por efector) 

ETI Inmunidad provocada por efector 

eV Electrónvoltio 

FAA Formalin-aceto-alcohol 

FMO1 Flavin Containing Monooxygenase 1 (gen de flavina con monooxigenasa 1) 

g Gramos 

GA Giberelina 

GFP Green Fluorescent Protein (proteína verde fluorescente) 

https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_etilendiaminotetraac%C3%A9tico
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GPC Glicerofosfocolina 

GSLs Glucosinolatos 

h Hora 

H2PO4
- Ión dihidrogenofosfato 

HA Harzianum A 

HCl Ácido clorhídrico 

HR Respuesta hipersensible 

IAA Ácido indol acético 

IC Isocorismato 

ICS Isocorismato sintasa 

IG Índice de germinación 

ihpRNA ARN "horquillados" autocomplementarios 

IPL Isocorismato piruvato liasa 

IS Patrón interno 

ISR Induced Systemic Resistance (resistencia sistémica inducida) 

ITCs Isotiocianatos 

ITS Internal Transcribed Spacer (espaciador intergénico transcrito) 

JA Ácido jasmónico 

K4 y K5 Transformantes de T. harzianum silenciados del gen Thkel1 

Kan Kanamicina 

KEL Línea transgénica de A. thaliana con dos copias del gen Thkel1 de T. harzianum 

KH2PO4 Fosfato monopotásico 

KOH Hidróxido de potasio 

KT Control de transformación de T. harzianum para el silenciamiento del gen Thkel1 

L litros 

LAR Resistencia adquirida local 

LB Medio Luria-Bertani 

LC/MS Cromatografía de líquidos con espectrómetro de masas 

M Molar 

MAMPs Microbe-Associated Molecular Patterns (patrones moleculares asociados a microorganismo) 

MAPAMA Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentación y Medio Ambiente 

MAPKs Proteínas kinasa activadas por mitógeno 

MAs Micorrizas arbusculares 

Mbp Megabase Pair (par de megabases) 

MBP Proteína de unión a mirosinasa 

MBPs Proteínas de unión a mirosinasa 

MEA Extracto de malta y agar 

MES Éster metílico 

MeSA Metil salicilato 
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MeSAG Metil salicilato O-β-glucósido 

mg Miligramos 

mL Mililitros 

mM Milimolar 

MQ Milli-Q (ultrapura) 

MS Medio Murashige and Skoog 

MTI MAMP-Triggered Immunity (inmunidad activada por MAMP) 

MyAPs Proteínas asociadas a mirosinasa 

N Nitrógeno 

NAC NAM, ATAF1 y 2, CUC2 

NaCl Cloruro sódico 

NAM Proteínas de falta de meristemo apical 

NASC Nottingham Arabidopsis Stock Centre 

NBS-LRR Nucleotide-Binding Site Leucine-Rich Repeat (sitio de unión a nucleótidos - repetición rica en 

leucina) 

NF Factor de normalización 

ng Nanogramo 

NH4
+ Amonio 

NIMIN1 Proteína 1 de interacción con NPR1 

NO3
- Nitrato 

NPR Genes no expresivos relacionados con patogénesis 

NRPs Nonribosomal Peptides (péptidos no ribosómicos) 

NSPs Proteínas nitrilo específicas 

ºC Grados centígrados o Celsius 

ORF Marco de lectura abierta 

P Fósforo 

PAL Fenilalanina amonio liasa 

PAMPs Patrones moleculares asociados a patógenos 

PDA Patata dextrosa agar 

PDB Caldo de patata dextrosa  

PEN2 Mirosinasa dependiente de penetración 

PGPRs Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal 

PGR Porcentaje de germinación relativa 

Phe Fenilalanina 

Pi Fósforo inorgánico 

PKs policétidos 

PMV Pepper Mottle Virus (virus del moteado del pimiento) 

PR1 Gen 1 relacionado con la patogénesis 

PRR Pattern Recognition Receptors (receptores de reconocimiento de patrones) 

https://en.wikipedia.org/wiki/Murashige_and_Skoog_medium
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PRRs Receptores de reconocimiento de patrones 

PSII Fotosistema II 

PTI PAMP-Triggered Immunity (inmunidad activada por PAMP) 

PTI Inmunidad provocada por PAMPs 

Q Cantidad relativa del gen 

qPCR PCR cuantitativa 

ROS Especie reactiva de oxígeno 

rpm Revoluciones por minuto 

RQ Relative Quantify of transcript (Cuantificación relativa del transcrito) 

RUBISCO 1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa 

seg Segundos 

SA Ácido salicílico 

SABP2 Proteína 2 de unión a SA 

SAD1 Deficiente de resistencia adquirida 1 

SAG SA O-β-glucósido 

SAGT SA glucosiltransferasa 

SAMT SA metiltransferasa 

SAR Systemic Acquired Resistance (resistencia sistémica adquirida) 

SGE Éster de saliciloil glucosa 

sid2 Salicylic Acid Induction Deficient 2 (mutante de arabidopsis deficiente en SA) 

SIGnAL Salk Institute Genomic Analysis Laboratory 

SINV Virus de la Fiebre Sindbis 

Sl Solanum lycopersicum 

SMs Metabolitos secundarios 

Spec Espectinomicina 

SR1 Proteína de respuesta a la señal 1 

SSNI1 Supresor inducible 1 de NPR1 

TAE Tris-ácido acético-EDTA 

TAIR The Arabidopsis Information Resource 

TBS Solución Tris salina tamponada 

t-CA ácido trans-cinámico 

T-DNA ADN de transferencia 

TE Tris-EDTA 

tef Factor de elongación de la transcripción 

TFPs Proteínas formadoras de tiocianatos 

UE Unión Europea 

UPLC-

QTOF-MS 

Ultra-high Performance Liquid Chromatography-Quadrupole Time-of-Flight Mass 

Spectrometry (espectrometría de masas de tiempo de vuelo de cromatografía líquida de ultra 

alto rendimiento-cuadrupolo) 
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UV Ultravioleta 

VA Volumen del ensayo 

VE Volumen enzimático 

VPE Vacuolar Processing Enzyme (enzima de procesamiento vacuolar) 

ε Coeficiente de extinción de la sinigrina 

μL Microlitro 
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INTRODUCCIÓN 

 

1.- EL GÉNERO Trichoderma 

1.1.- Morfología y sistemática 

El género Trichoderma agrupa hongos filamentosos anamórficos (mitospóricos) 

pertenecientes a la División Deuteromicota, y a su vez a la Clase de los Hifomicetos 

(Gams et al., 1987). Se reproducen de forma asexual alternando la formación de micelio 

y esporas (conidios), éstos últimos formados a partir de células desnudas (Webster, 1980). 

No obstante, en algunos aislamientos se ha descrito el estado perfecto, sexual o 

teleomórfico (meiótico) dentro del género Hypocrea, mientras que el estado asexual 

(anamórfico o mitospórico) se denomina Trichoderma; así, 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 algún 

genotipo de Trichoderma harzianum (Chaverri et al., 2003). En el año 1996, un estudio 

molecular demostró 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 mayoría de las especies de Trichoderma se desarrollan rápidamente sobre 

sustratos muy diversos y producen grandes cantidades de conidios, generalmente verdes, 

o excepcionalmente hialinos, formados a partir de células conidiógenas enteroblásticas 

fialídicas (Kirk et al., 2001). Los conidióforos de Trichoderma son muy ramificados 

(asemejándose a arbustos con forma piramidal), están tabicados y sus células contienen 

más de un núcleo. Los conidios son ovoides, con pared normalmente lisa y con un solo 

núcleo. 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 más oscura que la de los conidios, y tiene gran importancia en la supervivencia del 

hongo (Lewis & Papavizas, 1984). El número de cromosomas por núcleo varía de tres a 

siete (Goldman et al., 1998) y varía también el tamaño del genoma, aproximadamente 

entre 34 y 39 Mbp (Martínez et al., 2008; Kubicek et al., 2011). 

El género Trichoderma se describió hace 224 años (Persoon, 1794). Sin embargo, 

debido a la similitud de sus especies, la taxonomía basada en criterios morfológicos 

(Rifai, 1969; Bissett, 1991) fue ardua hasta la disponibilidad de las técnicas moleculares. 
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En los últimos 20 años, la utilización de secuencias de las regiones ITS (Internal 

Transcribed Spacers) y de genes que codifican el factor de elongación de la transcripción 

1α (tef1α) 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 taxonómicos 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 patogénicas de 

hongos cultivados, como el champiñón (Hermosa et al., 2000; Mazín et al., 2017). 

1.2.- Ecología 

Trichoderma incluye hongos de rápido crecimiento que, aunque más aislados en 

suelos forestales y agrícolas (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 ácidos y ricos en materia orgánica (Klein & Eveleigh, 1998; 

Druzhinina et al., 2011). En los trabajos más recientes, algunos basados en datos de 

metagenómica, se ha observado que el número 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 orgánica 

muerta, también actúan como micoparásitos. Un análisis 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, surgió la 

colonización de la rizosfera, hecho que se habría visto favorecido por la presencia en el 

suelo de patógenos y exudados de la raíz de las plantas (Kubicek et al., 2011). Varios 

estudios han mostrado que la colonización de la raíz por Trichoderma se limita a los 

espacios intercelulares sin alcanzar los vasos (Yedidia et al., 1999; Chacón et al., 2007; 

Samolski et al., 2012; Carrero-Carrón et al., 2018), y que el hongo se beneficia de los 

exudados de las raíces de la planta y de la protección del nicho a colonizar (Woo & Lorito, 

2007; Rubio et al., 2012). Además, algunas de las especies de Trichoderma tienen como 

hábitat tejidos de las plantas, donde se desarrollan como endófitas sin causar daños 

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 condición, junto con su 
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velocidad de crecimiento y su fácil adaptación a diversas condiciones climáticas y 

edáficas confieren a Trichoderma ventaja sobre otros muchos hongos filamentosos en la 

colonización de suelos tras la aplicación de estos tratamientos, y hacen de estos hongos 

unos excelentes candidatos a agentes de control biológico (ACB). 

1.3.- Trichoderma como agente de control biológico 

El control biológico es el uso de organismos beneficiosos para reducir los efectos 

negativos producidos por agentes fitopatógenos 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 acción de Trichoderma como 

ACB: micoparasitismo, antibiosis, competencia con el patógeno, promoción del 

crecimiento de la planta, incremento de su tolerancia frente a estreses abióticos y 

estimulación de sus defensas contra patógenos (Benítez 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 parásito se beneficia 

de otro, el huésped, del que obtiene los nutrientes necesarios para completar su 

crecimiento y reproducción pudiéndole causar perjuicio o incluso la muerte. Cuando 

ocurre esto último el parasitismo se denomina necrotrofo para diferenciarlo del 

parasitismo biotrofo, en el que la interacción 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 patógeno y crece 

orientado hacia él por quimiotropismo (Lu et al., 2004). Esta detección a distancia 

conlleva la expresión secuencial de enzimas que degradan la pared celular (CWDEs). 

Aunque las diferentes cepas de Trichoderma pueden seguir distintos patrones de 

inducción de CWDEs, parece seguro que una exoquitinasa extracelular, producida de 

forma constitutiva a bajos niveles, podría estar implicada en este proceso. Esta 

exoquitinasa determina la liberación de ciertos oligómeros de la pared del hongo diana, 

que inducen la expresión de genes que codifican endoquitinasas (Brunner et al., 2003; 

Harman, 2006; Liu et al., 2017), cuya liberación y difusión determinan que Trichoderma 
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comience el ataque al hongo diana antes de que se haya producido el contacto físico 

(Viterbo et al., 2002). 

Una vez que los hongos parásito 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 penetración en 

el interior de las hifas del patógeno. Esta unión parece estar mediada por la interacción 

entre carbohidratos (generalmente galactosa o fucosa) de la pared celular de Trichoderma 

y lectinas del hongo diana (Inbar & Chet, 1996; Rocha-Ramírez et al., 2002; Reithner et 

al., 2005; Zeilinger et al., 2005). Una vez en contacto, Trichoderma produce varias 

CWDEs y antibióticos, como se ha comprobado con los peptaiboles, que formarán poros 

en la pared celular del hongo parasitado (Schirmböck et al., 1994; Mukherjee et al., 2010). 

 

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

Trichoderma sobre Rhizoctonia solani. (A) Hifa de Trichoderma (T) enroscándose en una hifa 

de R. solani (R). (B) Apresorios formados en la interacción Trichoderma-Rhizoctonia (la barra 

equivale a 10 μm). (C) Hifa de R. solani (de la que se ha retirado la hifa de Trichoderma) con los 

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

 

Finalmente, Trichoderma digiere el contenido intracelular del hongo. Esta fase del 

micoparasitismo va acompañada de algunos cambios morfológicos como vacuolización, 

pérdida de citoplasma y desintegración de las hifas del huésped (Benhamou & Chet, 

1996). En algunos casos, también se ha observado la esporulación de Trichoderma tras la 

completa digestión del hongo atacado (Elad et al., 1984). 

El mecanismo micoparasítico de Trichodema implica la acción 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 parásitos de nematodos sigue un 

proceso similar al aquí mostrado. En este sentido, se ha observado que diferentes especies 
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de Trichoderma producen proteasas y quitinasas capaces de facilitar la destrucción de 

huevos y matar formas juveniles y adultos de distintas especies de nematodos (Suárez et 

al., 2004; Rajinikanth et al., 2016; Contina et al., 2017). 

1.3.2.- Antibiosis 

La antibiosis consiste en la inhibición del crecimiento de un organismo por los 

metabolitos secundarios (SMs) producidos por otro, sin que medie contacto físico entre 

ellos. Los SMs son moléculas no esenciales para el crecimiento del organismo, pero que 

tienen un importante papel en la señalización, desarrollo e interacción 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 más grandes diversidades metabólicas 

encontradas dentro del Reino Fungi. Se ha descrito que es capaz de producir miles de 

SMs distribuidos en más de 120 estructuras moleculares (Sivasithamparam & Ghisalberti, 

1998; Degenkolb et al., 2008; Reino et al., 2008; Vinale et al., 2012). Entre ellos, los más 

estudiados son los peptaiboles (ej. trichokoninas y alametacina), pequeños péptidos no 

ribosómicos (NRPs) (ej. gliotoxina y sideróforos), policétidos (PKs) (ej. aspinolidas y 

trichodermacetonas), terpenos (trichotecenos) (ej. harzianum A y trichodermina) y 

pironas (ej. 6-pentil-α-pirona, 6-PP) (Mukherjee et al., 2013; Hermosa et al., 2014).  

Algunos SMs de Trichoderma han mostrado múltiples aplicaciones en terapia 

humana como anticancerígenos, supresores de inmunidad o agentes reductores de 

colesterol (Keswani et al., 2014). También se ha observado actividad antimicrobiana de 

algunos SMs contra patógenos humanos, bacterias, levaduras y hongos filamentosos 

(Vizcaíno et al., 2005; Tijerino et al., 2011; Leelavathi et al., 2014); e incluso se ha 

descrito potencial entomopatógeno para algunos de ellos (Vargas et al., 2014; Ganassi et 

al., 2016). Además, cabe destacar el efecto de los SMs contra nematodos, no sólo 

fitopatógenos 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 

Souza et 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-α-oxidasa contra virus de la Fiebre Sindbis (SINV), causante de la encefalitis 

transmitida por garrapatas en humanos (Larichev et al., 2017). 



INTRODUCCIÓN 

_____________________________________________________________________________ 

- 12 - 

Estudios de genómica 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 patógenos de interés agrícola 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 obtención de mutantes de T. parareesei silenciados 

en Tparo7, gen que codifica la corismato mutasa (enzima de la biosíntesis de aminoácidos 

aromáticos), ha demostrado que los metabolitos tirosol, 2-feniletanol y SA, se forman en 

esta ruta y contribuyen a la actividad antifúngica del hongo (Pérez et al., 2015). 

Como se detallará más adelante, en los últimos años 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.- Competición con el patógeno 

Se entiende por competencia el desigual comportamiento de dos o más organismos 

por un mismo requerimiento o recurso, de manera que la utilización de éste por uno de 

ellos reduce la cantidad disponible para los demás. Estos requerimientos o recursos 

pueden ser nutrientes, oxígeno, espacio físico, luz, etc. (Paulitz, 1990). 

Es difícil determinar hasta qué punto Trichoderma es capaz de ejercer su acción 

antagonista solo a través de la competición o si, otros mecanismos como el 

micoparasitismo o la antibiosis preparan el escenario para que la competición se lleve a 

cabo de una forma más eficaz (Harman, 2006). Aún así, existen varios ejemplos en los 

que la captación de nutrientes es el mecanismo de competición directo de Trichoderma 

frente algunos patógenos (Howell & Stipanovic, 1995; Handelsman & Stabb, 1996; Lo et 

al., 1996). 

La competición por carbono, nitrógeno y hierro juega un papel importante durante la 

interacción entre hongos beneficiosos y perjudiciales. Trichoderma es capaz de movilizar 
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y absorber nutrientes del suelo más 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.- Promoción del crecimiento vegetal 

Las especies de Trichoderma son capaces de promover el crecimiento y el desarrollo 

de las raíces 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 producción de factores de crecimiento y vitaminas, el control de patógenos 

menores, o la conversión 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 está condicionado por el genotipo vegetal (Tucci et 

al., 2011) y por la especie de Trichoderma en cuestión (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 producción 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 ácido indol acético (IAA), 

provocando la regulación 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 raíz, aumentando el número de raíces secundarias y pelos radicales, para aumentar 

la captación de nutrientes (Samolski et al., 2012). Además, 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-carboxílico desaminasa o 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 ácido harziánico, así como 

mutantes afectados en la producción 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 señalización de auxinas, además de la proteína 2 

de insensibilidad a ET (EIN2), regulador central de la señalización por ET (Garnica-

Vergara et al., 2016). 

1.3.5.- Aumento de la resistencia frente a estreses bióticos 

Durante muchos años, la capacidad de cepas de distintas especies de Trichoderma 

para proteger a la planta contra patógenos de raíz se atribuyó a un efecto directo sobre el 

patógeno (Chet et al., 1998). Sin embargo, se ha demostrado que, al colonizar las raíces 

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 fitopatógenos e incluso nematodos (Monte, 2001; Harman et al., 2004), 

gracias a una respuesta SAR y a la producción 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), activación 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). 

Está demostrado que Trichoderma inicialmente coloniza la superficie de las raíces 

de la planta para, posteriormente, penetrar en las primeras capas de células de la epidermis 

(Yedidia et al., 1999; Chacón 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 raíz (Samolski et al., 2012) y otros cambios sistémicos que influyen 

sobre su capacidad de defensa contra patógenos y estreses abióticos (Hermosa et al., 2012; 

Hermosa et al., 2013). Además, mediante estudios transcriptómicos, se ha observado que 

en las primeras horas de interacción de Trichoderma con la planta tiene lugar, en ésta, 

una bajada en la expresión de genes de defensa relacionados con las rutas de señalización 

de SA y JA, hecho que permitiría a Trichoderma colonizar la raíz (Morán-Diez et al., 

2012). 

A su vez, en el establecimiento de la interacción con la planta, Trichoderma produce 

una gran variedad de MAMPs (Microbe-Associated Molecular Patterns) y algunos 

DAMPs (Damage-Associated), como la endopoligalacturonasa ThPG1 (Morán-Diez et 
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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 (Martínez 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 producción de esa variedad de MAMPs, algunos poco 

comunes, la MTI desencadenada por Trichoderma es más fuerte que la PTI (PAMP-

Triggered Immunity) determinada por los patógenos (Lorito et al., 2010). Aunque solo se 

ha podido identificar una asociación 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 proteínas de unión 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-oligosacáridos susceptibles de ser reconocidos por receptores PRR 

como el LysM-CERL1 (de Jonge et al., 2010). 

Las respuestas de la planta a la colonización por Trichoderma incluyen la secreción 

de peroxidasas (Howell et al., 2000), la biosíntesis de compuestos terpénicos (Howell, 

2006), y la modificación 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 producción de fitoalexinas (Masunaka et al., 2011) o degradar exudados 

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

Por otro lado, y de forma similar a lo que ocurre con los fitopatógenos, Trichoderma 

puede producir efectores, también volátiles, 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 patógeno, es 

decir, predisponer a la planta para responder de forma más rápida y más intensa frente a 

un ataque posterior de un patógeno (Shoresh et al., 2005; Djonovic et al., 2007; Segarra 

et al., 2007; Tucci et al., 2011; Malmierca et al., 2012; 2015a; 2015b; Martínez-Medina 

et al., 2017). En este sentido, en T. harzianum y T. atroviride se han identificado proteínas 

homólogas a los efectores Avr4 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 judía en interacción con T. atroviride y en plantas de maíz en interacción 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 fitopatógenos, que activan la SAR señalizada por SA y asociada 

con un incremento en la expresión de genes PR en la planta, Trichoderma, al igual que 

otros hongos y bacterias beneficiosos, generalmente activa la ISR que culmina en la 

acumulación 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 (Martínez et al., 2001), T. virens (Howell, 2006), T. 

asperellum (Segarra et al., 2007) y T. harzianum (Morán-Diez et al., 2009). Y, además, 

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 patógeno, pueden inducir genes de la ruta del JA que dan lugar a la represión de 

genes del patógeno y que desencadenan una respuesta ISR prolongada en el tiempo (Tucci 

et al., 2011; Malmierca et al., 2012; 2013; 2015a; 2015b). Por tanto, la separación de 

respuestas ISR y SAR no parece estar claramente delimitada, debido a que cada día 

obtenemos más información que clarifica que no estamos ante dos términos absolutos.  

La interacción entre Trichoderma y la planta es un proceso dinámico en el que, según 

la cepa de partida, la concentración de inóculo aplicada, el tipo de material vegetal, el 

estado de desarrollo de la planta y el momento y duración de la interacción, se pueden 

solapar la expresión de genes señalizados por las rutas de JA/ET y/o SA (Hermosa et al., 

2012; Mendoza-Mendoza et al., 2018) (Figura 0.2). Además, ese diálogo 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 

desempeñan también un papel importante (Pieterse et al., 2009; Hermosa et al., 2013). Y, 

estudios transcriptómicos han demostrado también que Trichoderma induce de forma 

activa cambios sistémicos en la fisiología de la planta, modulando la expresión de genes 

relacionados con estreses bióticos y abióticos (Alfano et al., 2007; Morán-Diez et al., 

2012). 
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Figura 0.2: Modelo hipotético de interacción fitohormonal Trichoderma-planta. El descenso 

en la cantidad de etileno (ET), provocado por acción de la ACC-desaminasa del hongo, y la 

producción de ácido indol acético (IAA), producen cambios en la red hormonal de la planta que 

determinan el equilibrio crecimiento/defensa de la misma. ABA: ácido abcísico, GA: giberelinas, 

JA: ácido jasmónico, ACCD: 1-aminociclopropano-1-carboxílico deaminasa, ACCS: 1-

aminociclopropano-1-carboxílico sintasa, MIYC2: factor de transcripción de genes de respuesta 

a JA, DELLA: reguladores negativos de la señalización de GA, y JAZ: proteínas “jasmonate 

ZIM domain”, reguladores negativos de la señalización de JA. Extraída de Hermosa et al. (2013). 

 

1.3.6.- Incremento de la tolerancia frente a estreses abióticos 

Los efectos beneficiosos de Trichoderma en plantas sometidas a estreses abióticos 

están 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 todavía desconocidos.  

Mastouri et al. (2010) publicaron que el tratamiento de semillas de tomate con T. 

harzianum acelera su germinación, incrementa el vigor de las plántulas y aminora los 

efectos provocados por estreses térmico, osmótico, salino e hídrico, ya que induciría 

cambios fisológicos en la planta contra los daños oxidativos. Algo también observado por 

Ghorbanpour et al., (2018) en tomates sometidos a bajas temperaturas, o por Yasmeen & 

Siddiqui (2018) en maíz 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 común a través del cual los hongos 

beneficiosos y las bacterias PGPR aumentan la tolerancia de éstas a los estreses abióticos, 

sería la disminución del daño causado por la acumulación de especies reactivas de 

oxígeno (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 biotecnología 

agrícola (Lorito et al., 1998; Hermosa et al., 2000; Vizcaíno et al., 2006; Hermosa et al., 

2011b; Nicolás et al., 2014). 

Un estudio pionero demostró que genes de Trichoderma podían ser funcionalmente 

expresados en plantas para conferirles características beneficiosas, principalmente en el 

control de enfermedades. En este estudio, se consiguieron altos niveles de expresión del 

gen chit42 de la endoquitinasa de T. harzianum en diferentes tejidos de la planta, lo cual 

confirió resistencia a líneas transgénicas de patata y tabaco frente a patógenos foliares 

como Alternaria alternata, A. solani y Botrytis cinerea, además del patógeno de raíz 

Rhizoctonia solani (Lorito et al., 1998). Posteriormente, la introducción de este gen en 

otros cultivos demostró resistencia frente a distintos patógenos, como es el caso de la 

resistencia a Venturia inaequalis en manzanos (Bolar et al., 2001), a Alternaria 

brassicicola en brócoli (Mora & Earle, 2001), o a Phoma tracheiphila y B. cinerea en 

limoneros (Gentile et al., 2007; Distefano et al., 2008). Además, 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-ech1 

de T. virens, que aumenta la resistencia del algodón 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 patógenos A. radicina y B. 

cinerea (Baranski et al., 2008).  
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Figura 0.3: Resistencia frente a R. solani de algodón transgénico que expresa una 

endoquitinasa de T. virens. A: Severidad de la enfermedad en el ecotipo silvestre (WT) y 

plántulas transgénicas después de 6 días; B: Hojas de WT y línea transgénica infectadas con el 

hongo; C: Aumento del área infectada; D: Inhibición del crecimiento del micelio del hongo a 

través de la raíz de línea transgénica; E: Una imagen más ampliada del micelio teñido con 

lactofenol. Extraído de Kumar et al. (2009). 

 

Otros estudios se han basado en la expresión simultánea 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 β-1,3-glucanasa (gluc78) de T. 

atroviride (Liu et al., 2004). 

Adicionalmente, la expresión 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 endófitos, haciendo que liberen quito-oligosacáridos que 

actúan como inductores generales de la respuesta defensiva frente a distintos tipos de 

estrés (Hermosa et al., 2012). 

Por otro lado, una importante ventaja biotecnológica ha sido la expresión del gen 

hsp70 de T. harzianum en arabidopsis, induciendo resistencia a altas temperaturas, alta 

salinidad y sequía, sin disminución del crecimiento vegetal o presencia de alteraciones en 

el desarrollo (Montero-Barrientos et al., 2010). O la transformación 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 sequía (Vieira et al., 

2017).  

A B D 

C 

E 
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1.5.- Otras aplicaciones de Trichoderma 

Las especies del género Trichoderma poseen características que las dotan de un gran 

interés no solo para la agricultura, sino también para las industrias biotecnológicas 

(alimentaria, textil, farmacéutica y ambiental). La capacidad de algunas cepas de especies 

de Trichoderma de secretar gran cantidad de proteínas, las convierte en una alternativa 

como fábricas celulares para la producción de proteínas con diferentes fines 

biotecnológicos, y para las cuales, ya se dispone de sistemas de transformación eficaces 

(Cardoza et al., 2006; Steiger et al., 2011; di Cologna et al., 2017; Kidwai & Nehra, 2017). 

El mejor ejemplo de especies de Trichoderma con interés industrial es T. reesei, cuya 

eficiente maquinaria de producción y secreción de celulasas ha dirigido su explotación 

comercial hacia áreas tan diversas como las fermentaciones alcohólicas, los detergentes 

para el lavado de ropa, la producción de ropa vaquera (denim) rota, el blanqueo del papel, 

la alimentación animal o la producción de combustible (Schuster et al., 2012; Druzhinina 

& Kubicek, 2017; Ellilä 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 Oliveira et al., 2017); u otras enzimas 

para la producción de etanol a partir de residuos vegetales (Manavalan et al., 2017; de 

Silva-Delabona et al., 2017; Souza et al., 2017). Además, en la actualidad se encuentra 

en constante avance el escalado industrial de producción de diferentes compuestos por 

parte de Trichoderma, como es el caso del ácido galactárico por T. reesei (Paasikallio et 

al., 2017). 

Algunas especies de Trichoderma se han registrado para su aplicación comercial 

como productos fungicidas en agricultura (Monte, 2001). En España, están 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 aplicación foliar (Oros & Naár, 2017). 

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

de Trichoderma con registro europeo para su venta. 

También, las especies de Trichoderma se usan en la biorremediación 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 

orgánicos (Tripathi et al., 2017), y que una glicoproteína de T. harzianum podría tener un 

alto potencial biotecnológico para eliminación de fosfatos en el suelo (Souza y col., 

2016). Por otro lado, se ha observado como la inoculación 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 y col., 2016), y Cr 

(Smily et al., 2017) para la descontaminación de aguas subterráneas, o como 

biorremediador de suelos contaminados con hidrocarburos (Cuaical & David, 2016). 

Otras aplicaciones industriales muy interesantes del género Trichoderma son, por 

ejemplo, la producción de biodiesel a partir de aceite sintetizado por T. reesei 

(Bharathiraja et al., 2017), la utilización de peptaibióticos secretados como sustrato de 

celdas de combustible microbianas (Ray et al., 2017), su uso en la fermentación de 

salvado de trigo para alimentar pollos (Elmasry et al., 2017) o de cáscaras de bananas 

para alimentar a animales monogástricos (Katongole et al., 2017). 

 

2.- BRASSICACEAE 

La Familia Brassicaceae, incluye a las plantas brasicáceas, también llamadas 

crucíferas (Cruciferae) por los pétalos en forma de cruz de sus flores, se caracteriza por 

tener una gran diversidad e incluir entre sus miembros numerosas especies de interés 

agrícola, con una producción anual en Europa de más de 70 millones de toneladas. Esta 

familia se sitúa dentro del Orden Brassicales, su origen se sitúa en el Mediterráneo y Asia 

Menor (actual Turquía asiática), donde siguen creciendo de forma silvestre, y por 

selección natural o mutación, han dado lugar a las especies actualmente cultivadas. El 

cultivo de brasicáceas comenzó 2.500 años a.C., cuando el repollo, la coliflor y el brócoli 
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no eran utilizados como alimento, sino como plantas medicinales (Jansen et al., 2001; 

Cafferty & Jarvis, 2002; Avato & Argientieri, 2015). 

Las características principales de las especies cultivadas de crucíferas son: 

 Herbáceas. 

 Dicotiledóneas. 

 Ciclos de vida cortos, de 3 a 10 meses. 

 Sistema radicular pivotante, con raíces que pueden servir como órgano de 

almacenamiento. 

 Tallo cilíndrico y ramificado. 

 Inflorescencias en racimos, con flores hermafroditas, actinomorfas y con cuatro 

sépalos alternando con los cuatro pétalos. 

 Polinización generalmente cruzada, por insectos polinizadores. 

La Familia Brassicaceae consta de aproximadamente 4.000 especies dentro de unos 

400 géneros. El género Brassica es el mayoritario y más importante, al incluir unas 30 

especies e híbridos de gran interés agronómico y económico, de distribución mundial, 

debido a su alta capacidad de adaptación. La relevancia de las plantas brasicáceas radica 

en que presentan diferentes órganos comestibles, como las raíces (nabo), las hojas (col de 

Bruselas, repollo), las flores (coliflor, brócoli) y las semillas (colza, mostaza). Además, 

estas partes comestibles se consideran como alimentos funcionales que ayudan a prevenir 

el desarrollo de enfermedades crónicas no transmisibles, como la hipertensión, la 

arterioesclerosis, algún tipo de cáncer o la diabetes, al aportar a su consumidor 

caretonoides, clorofilas, vitamina C, compuestos fenólicos y glucosinolatos (Vallejo et 

al., 2002; Heimler et al., 2006; Avato & Argientieri, 2015; Wu et al., 2017). 

Aunque existen muchas especies, la importancia económica real de estas plantas se 

centra prácticamente en exclusiva en seis especies y sus variedades (Arias-Carmona, 

2009). 
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Figura 0.4: Especies y variedades del género Brassica con importancia económica. Extraído 

de Arias-Carmona (2009). 

 

Las seis especies reunidas en la Figura 0.4 están filogenéticamente relacionadas entre 

ellas, y fue el investigador japonés Nagharu U quien en el año 1935 describió por primera 

vez estas relaciones en el denominado “triángulo U” (Figura 0.5), donde en los vértices 

se sitúan las tres especies diploides y en las aristas las otras tres especies anfidiploides, 

resultando de cruces entre las especies diploides (Arias-Carmona, 2009; Poveda, 2017) 

  

Figura 0.5: Triángulo U del género Brassica. Extraído de Obregón-Cano (2016). 

 

En el vértice superior nos encontramos con la especie Brassica nigra, con 16 

cromosomas (2n=16; n=8), mientras que en el vértice inferior-izquierda se sitúa la especie 

Brassica oleraceae, con 18 cromosomas (2n=18; n=9). La hibridación de estas dos 
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especies por polinización cruzada da como resultado la especie Brassica carinata con 34 

cromosomas (2n=34; n=8+9) (Poveda, 2017). 

En el vértice inferior-derecha se localiza la especie Brassica rapa, con 20 

cromosomas (2n=20; n=10). Por lo tanto, el cruce de las especies de los vértices inferiores 

dará como resultado una especie con 38 cromosomas (2n=38; n=9+10), denominada 

Brassica napus. Mientras que el cruce del vértice superior con el inferior-derecha 

resultará en una especie con 36 cromosomas (2n=36; n=8+10), denominada Brassica 

juncea (Poveda, 2017). 

 

Figura 0.6: Modelo de la evolución en los genomas de Brassica. Extraído de Borpatragohain 

et al. (2016). 

 

Los géneros Brassica y Arabidopsis se separaron evolutivamente hace 20-45 

millones de años (Figura 0.6). Las comparaciones genéticas entre Arabidopsis thaliana y 

las especies diploides del género Brassica indican que los genomas de estas últimas han 

evolucionado a partir de la anterior, con extensas duplicaciones, seguidas de 

fragmentaciones y ordenamientos. Por otro lado, la comparación con el anfidiploide B. 

napus reveló que existen 21 bloques génicos compartidos con arabidopsis y que, si son 

duplicados y reorganizados, representan el 90% del genoma de B. napus 

(Sivasubramanian et al., 2015; Yu et al., 2017). 



MATERIALES Y MÉTODOS 

_____________________________________________________________________________ 
 

- 25 - 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1.- ORGANISMOS UTILIZADOS 

1.1.- Plantas 

En la realización de este trabajo se han empleado semillas de la especie A. thaliana 

ecotipo Columbia (Col-0), que forma parte de la colección Arabidopsis Information 

Service (AIS), la cual se ha integrado dentro de la colección europea del Nottingham 

Arabidopsis Stock Center (NASC) (http://arabidopsis.info/BrowsePage). 

Además, se han usado semillas de la especie B. napus (colza) variedad de primavera 

Jura, adquirida a la empresa Euralis Semillas (Sevilla). Y de Solanum lycopersicum 

(tomate), variedad Marmande raf de Semillas Batlle (Barcelona). 

1.1.1.- Mutantes de arabidopsis 

Para evaluar el papel del SA se utilizó el mutante de inserción de ADN-T, At1g74710 

(SALK_088254), incapaz de sintetizar la hormona, denominado sid2 (Salicylic Acid 

Induction Deficient 2), cedido amablemente por la Dra. García-Agustín (Universidad 

Jaime I, Castellón). 

Para evaluar el papel del JA en la falta de micorrización por parte de arabidopsis se 

utilizó el mutante coi1-30 (Coronatine Insensitive 1) insensible a JA, cedido amablemente 

por el laboratorio del Dr. Roberto Solano (Centro Nacional de Biotecnología-CSIC). 

Trabajos previos en nuestro laboratorio habían comprobado estos dos mutantes con 

los oligonucleótidos específicos de cada gen. 

1.2.- Microorganismos 

Los microorganismos empleados a lo largo de la experimentación han sido las 

bacterias Escherichia coli, Agrobacterium tumefaciens y A. rhizogenes, y los hongos T. 

harzianum, T. parareesei, Botritys cinerea, Phoma lingam y cinco especies de la 

micorriza Rhizophagus (anteriormente Glomus). Las distintas cepas utilizadas junto con 

sus características más relevantes, uso y origen o referencia bibliográfica, se detallan en 

la Tabla 1.  
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 Para los análisis de microscopia confocal se utilizó una cepa de T. harzianum que 

expresaba el gen GFP (proteína verde fluorescente) de Aquarea victoria, cedida 

amablemente por la Dra. Ana Rincón (Universidad de Sevilla) (Chacón et al., 2007). 

Las células competentes de la cepa ARqua-1 de A. rhizogenes fueron facilitadas por 

el grupo de Paredes Celulares y Crecimiento Vegetal de la Universidad de Salamanca. 

Mientras que el fitopatógeno P. lingam fue cedido amablemente para fines de 

investigación en nuestro grupo por el Centro Regional de Diagnóstico de la Junta de 

Castilla y León (Aldearrubia, Salamanca).  

 

Tabla 1: Cepas de E. coli (E), A. tumefaciens (A), A. rhizogenes (R) T. harzianum (H), T. 

parareesei (T), P. lingam (P) y B. cinerea (B), y especies del género Glomus (en la actualidad, 

género Rhizophagus), utilizadas en el trabajo. 

Cepa/Especie Características Uso Referencia/ Origen 

DH5 

(E) 

F¯, 80dlacZ∆M15, recA1, 

endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(rK
- 

, mK
+), supE44, deoR, relA1, 

∆(lacZYA-argF)U169 

Subclonación de 

fragmentos de ADNc. 

Células competentes. 

Hanahan, 1983 

C58C1 

(A) 

Rifr, contiene plásmido binario 

pGV2260, cbr 

Transformación de A. 

thaliana y B. napus. 

Células competentes. 

Deblaere et al., 1985 

ARqua-1 

(R) 

Strepr,contiene el plásmido 

pRiA4b 

Transformación de 

raíces de B. napus. 

Células competentes. 

Quandt et al., 1993 

CECT 2413 

T34 

(H) 

Cepa utilizada para ensayos in 

vitro e in planta 

Inoculación de plantas 

de A. thaliana, B. 

napus y S. 

lycopersicum 

Colección Española de 

Cultivos Tipo 

IMI 113135 

T6 

(T) 

Cepa utilizada para ensayos in 

planta 

Inoculación de plantas 

de A. thaliana, B. 

napus y S. 

lycopersicum 

International 

Mycological Institute 

CRD 13/125/99 

(P) 
- Infección de B. napus 

Aislada de campo 

cultivo de colza 

(Palencia) 

B05.10 

(B) 

Utilizada como cepa modelo en 

numerosos estudios, siendo la única 

cepa de este hongo cuyo genoma está 

secuenciado. 

Infección de A. 

thaliana. 

Aislada de campo 

cultivo de vid (Cádiz) 

Glomus mosseae, G. 

microagreatum, G, 

etunicatum, G. 

intraradices y G. 

claroideum 

Formulado de hongos 

endomicorrízicos de aplicación en 

agricultura. 

Micorrización de 

plantas. 
MIRATEXT 02 (M2) 
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1.3.- Mutantes de Trichoderma 

Para los estudios basados en el papel del gen Thkel1 en la colonización de la planta 

por parte de T. harzianum se utilizó un mutante de silenciamiento basado en la generación 

de un intrón que contenía ARN "horquillados" autocomplementarios (ihpRNA). Este 

mutante fue obtenido dentro de nuestro grupo de investigación (Hermosa et al., 2011a). 

1.4.- Vectores empleados 

Los vectores utilizados en este trabajo se muestran en la Figura 0.7, donde se detallan 

los mapas correspondientes y se indican sus características más destacables (Tabla 2). 

 

Tabla 2: Vectores utilizados. 

Plásmido Resistencia Utilización Referencia 

pDONR201  Kanr 
Clonación directa de productos de PCR y 

posterior secuenciación. 
Invitrogene 

pKGWFS7 Specr 
Construcciónes para la transformación de 

plantas de A. thaliana y B. napus. 

Karimi et al., 

2002 

 

 

Figura 0.7: Mapa del vector pDONOR201 (A) y pKGWFS7 (B). 

 

2.- CRECIMIENTO VEGETAL 

2.1.- Siembra 

Las semillas de B. napus, A. thaliana y S. lycopersicum se esterilizaron 

superficialmente mediante un lavado de entre 20-30 min con etanol al 70% y Tritón X-

100 al 1% en agitación. A continuación, se realizó un lavado de 10 min con hipoclorito 
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sódico al 2,5% y Tritón X-100 al 0,005%. Finalmente, las semillas se lavaron 

exhaustivamente en agua estéril, repitiendo el proceso cuatro veces.  

Estas semillas se sembraron en medio MS (4.9 g/L) (Murashige & Skoog, 1962) 

preparado comercialmente por Duchefa Biochemie (Harlem, Holanda), con sacarosa al 

1%. El pH se ajustó a 5,7 con KOH antes de esterilizarlo en el autoclave. Para obtener 

MS sólido se añadió agar al 1%. La germinación de las semillas obtenidas de plantas 

transgénicas se realizó en presencia de kanamicina (50 mg/L), de acuerdo a la resistencia 

incluida en el plásmido para su selección, y de cefotaxima (400 mg/L), con el fin de 

impedir el crecimiento de posibles células de A. tumefaciens. Los antibióticos se 

añadieron después de esterilizar el medio.  

La siembra se realizó en placas Petri, con todo el material estéril, en cabina de flujo 

laminar horizontal. Habitualmente se sembraron 30 semillas de colza por placa y 45 de 

tomate, tomando las semillas con una pinza y depositándolas una a una en la superficie 

del medio de cultivo. Una vez sembradas, las placas Petri se precintaron con esparadrapo 

quirúrgico Micropore Scotch 3M, que constituye una barrera efectiva para cualquier 

partícula, pero no impide el intercambio de aire y gases con el exterior. Se colocaron en 

una cámara iluminada (Fitotron AGP-1400-HR, Radiber SA, España), con un fotoperiodo 

de 16 h de luz (80-100 E/m2/seg) y 8 h de oscuridad a temperatura de 22ºC y una humedad 

relativa del 40-50%. 

En los ensayos realizados en cultivo hidropónico la siembra de semillas de A. 

thaliana se llevó a cabo en cajas Phytatray II (Sigma), en cuyo interior se colocó una 

lámina de acero inoxidable con una gasa estéril. A cada caja se añadieron 50 mL de MS 

líquido y se depositaron 200 semillas antes de precintarla, con esparadrapo quirúrgico 

Micropore Scotch 3M, y guardarla en agitación (90 rpm) en una cámara iluminada con 

las mismas condiciones mencionadas anteriormente (Alonso-Ramírez et al., 2015). 

2.2.- Crecimiento 

Las plántulas de A. thaliana germinadas in vitro en medio sólido MS durante 10-12 

días, se pasaron a alveolos para su crecimiento en sustrato, que contenía turba (Sustrato 

profesional TREF, Moerdijk, Holanda) y vermiculita exfoliada en la proporción 3:1. En 

el caso de las plantas de colza, se pasaron al sustrato a los 7 días, mientras que los tomates 

se traspasaron a los 16 días. 
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Las bandejas de alveolos estuvieron sometidas a irrigación continua para mantener 

un nivel de humedad adecuado. Cada alveolo se destinó al cultivo de una sola planta, 

trasplantada desde una placa Petri en la que había permanecido durante los primeros días 

de su ciclo de vida. Las plántulas completaron su desarrollo en invernadero. 

 

3.- MANIPULACIÓN DE LOS MICROORGANISMOS 

3.1.- Medios de cultivo 

 Medio Luria-Bertani (LB): bactotriptona 1%, NaCl 1%, extracto de levadura 0,5%, 

pH 7 (ajustado con NaOH). En caso de su utilización en sólido se añadió agar al 

1,5%.  

 Extracto de Malta y Agar (MEA): peptona micológica OXOID (1%), extracto de 

malta (1,5%) y agar (1,5%).  

 Patata Dextrosa Agar (PDA): Sigma, se resuspendieron 39 g en 1 L de agua 

destilada y agar (1,5%). 

 Caldo de Patata Dextrosa (Potato Dextrose Broth, PDB): medio con patata sin agar 

de Sigma, se resuspendieron 324 g en 1 L de agua destilada.  

Todos los medios se prepararon con agua destilada y se esterilizaron en autoclave 20 

min a 120ºC, manteniéndolos a 4ºC hasta su utilización. 

3.2.- Cultivos bacterianos 

Las cepas de E. coli se cultivaron en medio LB a 37ºC y en agitación constante (225 

rpm) en un agitador orbital. Para estimar el crecimiento de los cultivos, se midió la D.O. 

a 600 nm. Se siguió el mismo procedimiento en el caso de A. tumefaciens, salvo que se 

incubó a 28ºC. Mientras que para A. rhizogenes se realizó un cultivo en placa a 28ºC.  

Cuando fue necesaria la selección de clones por resistencia a antibióticos, los medios 

se suplementaron con espectinomicina (Spec) (50 mg/mL), kanamicina (Kan) (50 

mg/mL), o rifampicina (Rif) (0,14 mg/mL), preparados en agua y esterilizados por 

filtración a través de filtros estériles de 0,45 μm de diámetro de poro (Albet); del mismo 

modo se preparó la cefotaxima utilizada para eliminar las cepas de Agrobacterium tras la 

transformación. 
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3.3.- Cultivo de Trichoderma 

3.3.1.- Recogida de esporas 

Para la obtención de esporas, Trichoderma se cultivó en medio PDA a 25-30ºC 

durante 5-7 días, tiempo suficiente para que toda la superficie de la placa estuviera 

cubierta de esporas. Éstas se recogieron añadiendo 5 mL de agua destilada estéril por 

placa y raspando la superficie de la misma con la propia punta de la pipeta. A 

continuación, se filtró la suspensión de esporas en un tubo eppendorf a través de lana de 

vidrio para eliminar restos de micelio. Las esporas se almacenaron a 4ºC hasta su uso. 

3.3.2.- Cultivo para la obtención de micelio 

Se utilizaron matraces de 1 L que contenían 400 mL de medio PDB, inoculados con 

esporas de Trichoderma a una concentración final de 106 esporas/mL, que se incubaron a 

28ºC durante 48 h y en agitación (250 rpm). La biomasa obtenida se recogió mediante 

filtración por vacío a través de papel de filtro. El micelio se lavó con agua destilada estéril 

y se utilizó inmediatamente (Apartado 3.4). 

3.4.- Inoculación con Trichoderma 

Para la inoculación de las plantas con Trichoderma se midió la concentración de 

esporas obtenidas por recuento en cámara de Thoma. Para facilitar la observación de las 

esporas se diluyó la suspensión inicial en una proproción 1:100. Tras ello, se procedió a 

la observación en microscopio óptico añadiendo 100 μL de la suspensión en la cámara y 

determinando el número de esporas por cuadrante. La concentración de esporas de la 

suspensión inicial se halló aplicando la siguiente fórmula:  

Esporas/mL = ꭓ × 25 × 104 × 102  

Siendo ꭓ la media aritmética de las esporas contadas en cada cuadrante, y 102 el factor 

de dilución.  

Cada planta de A. thaliana en tierra se inoculó con 1 mL de solución de esporas a 

una concentración de 2×107 esporas/mL. La inoculación se realizó introduciendo la pipeta 

en la tierra y procurando soltar las esporas lo más cerca posible de la raíz principal.  

Para la inoculación de las plántulas obtenidas en las cajas Phytatray II se utilizó 

micelio de T. harzianum (Apartado 3.3.2). 

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

_____________________________________________________________________________ 
 

- 31 - 
 

3.5.- Aplicación de los hongos micorrícicos 

Para los ensayos de micorrización, antes del paso de las plántulas al sustrato de 

crecimiento, se realizaron en los alveolos agujeros de unos 5 cm de profundidad, donde 

se añadió 1 g de producto de micorrización, que contenía aproximadamente 1.000 

esporas, se tapó con el sustrato, y se depositaron las plántulas encima con ayuda de unas 

pinzas, una a una. Las bandejas se cubrieron con plástico los primeros 4-5 días, con el fin 

de mantener niveles altos de humedad. 

3.6.- Infecciones fúngicas 

3.6.1.- B. cinerea 

Los ensayos de infección con el hongo necrotrofo B. cinerea se realizaron sobre hojas 

de A. thaliana Col-0 y la línea transgénica Kel2, con y sin micorrizas, en papel de filtro 

sobre placas Petri que se saturaron de agua, con el fin de mantener una humedad en el 

microambiente cercana al 90%, sellando además las placas con parafilm.  

La infección se llevó a cabo colocando en la supericie de las hojas una gota de 5 μL 

que contenía 1.000 esporas de Botrytis en solución de germinación (glucosa 20 mM, 

KH2PO4 20 mM, pH 6,5 ajustado mediante KOH). Las placas se llevaron a una cámara 

iluminada (Fitotron AGP-1400-HR, Radiber SA, España), con un fotoperiodo de 16 h de 

luz (80-100 E/m2/seg) y 8 h de oscuridad a temperatura de 22ºC y una humedad relativa 

del 40-50%. 

Para la infección in planta la metodología es similar, salvo que se mantienen las 

plantas junto con los alveolos en compartimentos de plástico transparentes aislados y con 

alta humedad, también dentro del fitotrón. 

3.6.2.- P. lingam 

La infección de hojas de colza con el patógeno P. lingam se realizó depositando un 

disco de agar, proveniente de un cultivo de 7-10 días en PDA, sobre las quintas y sextas 

hojas, cortadas cuando comenzaba a salir la octava. Las hojas de colza se pusieron, al 

igual que las de arabidopsis, sobre un papel de filtro saturado de agua en una placa Petri 

que se selló con parafilm. Las placas se mantuvieron en cámara iluminada (Fitotron AGP-

1400-HR, Radiber SA, España), con un fotoperiodo de 16 h de luz (80-100 E/m2/seg) y 

8 h de oscuridad a temperatura de 22ºC y una humedad relativa del 40-50%. 
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3.7.- Conservación de cepas fúngicas 

Las cepas de Trichoderma y de los hongos fitopatógenos se conservaron en placas 

de PDA. Las placas se inocularon depositando en el centro cilindros de agar, procedentes 

de cultivos anteriores, o con suspensiones de esporas, y se incubaron a temperaturas de 

25-30ºC. Una vez que los cultivos habían crecido, las placas se conservaron a 4ºC selladas 

con parafilm durante períodos inferiores a un mes. 

Los formulados de los hongos micorrícicos fueron mantenidos en cámara fría a una 

temperatura de 4ºC.  

 

4.- ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

4.1.- Extracción de ADN genómico 

4.1.1.- A. thaliana y tomate 

La extracción del ADN genómico se realizó mediante el protocolo descrito por 

Amani et al. (2011). El material de partida fueron 50 mg de tejido vegetal que se 

homogeneizaron con nitrógeno líquido. El homogeneizado obtenido se resuspendió en 

500 μL del buffer de extracción (Tris-HCl 200 mM pH 7.5, NaCl 250 mM, EDTA 25 

mM, SDS 0,5%) y se trituró en un Silamat S5 (Ivoclar Vivadent, Madrid) durante 5 seg. 

Con el fin de romper las células completamente, los tubos se incubaron a 60ºC durante 

30 min. A continuación, se añadió a cada tubo un volumen igual de cloroformo:alcohol 

isoamílico (24:1), se mezclaron y se centrifugaron a 13.000 rpm, durante 5 min y a 4ºC. 

El sobrenadante obtenido se transfirió a un nuevo tubo eppendorf, se mezcló con un 

volumen igual de isopropanol y se incubó a -20ºC durante 30 min. Posteriormente, los 

tubos se centrifugaron a 13.000 rpm durante 5 min. Tras secar el sedimento, se lavó con 

100 μL de buffer TE (Tris 10 mM pH 8, EDTA 1 mM). Finalmente, para la precipitación 

del almidón y otros polisacáridos insolubles, los tubos se mantuvieron en hielo durante 5 

min y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 2 min. El sobrenadante resultante contenía 

el ADN y se almacenó a 4ºC hasta su uso. 

4.1.2.- B. napus  

El ADN genómico se obtuvo con el kit “ADN from Plant Tissue (Mini)” (Quiagen) 

siguiendo la técnica standard descrita por el proveedor. El material de partida fueron 100 

mg de tejido vegetal que se homogeneizaron con nitrógeno líquido. El homogeneizado 

obtenido se resuspendió en 400 μL del buffer de lisis (AP1), al que se añadieron 4 μL de 
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RNasa A y se incubó durante 10 min a 65ºC. A continuación, se añadieron 130 μL del 

buffer de precipitación (AP2), la mezcla se incubó en hielo durante 5 min con el objetivo 

de precipitar detergentes, polisacáridos y proteínas. Pasado este tiempo, el lisado se 

centrifugó a 14.000 rpm durante 5 min. El sobrenadante resultante se transfirió a una 

columna QIAsheder, y se centrifugó a 14.000 rpm durante 2 min. Posteriormente, el 

sobrenadante recogido se transfirió a un tubo nuevo al que se le añadieron 1,5 volúmenes 

de buffer de unión (AP3/E), con el fin de precipitar el ADN. La mezcla se transfirió a una 

columna DNeasy minispin, y se centrifugó a 8.000 rpm durante 1 min. A continuación, 

se descartó el sobrenadante y se añadieron 500 μL del buffer de lavado (AW), y se 

centrifugó a 8.000 rpm durante 1 min. Este último paso se repitió pero centrifugando 

durante 2 min, para secar totalmente la membrana de la columna, eliminando los posibles 

restos de etanol. Finalmente se añadieron 100 μL del buffer de elución (AE) y se 

centrifugó a 8.000 rpm durante 1 min para recuperar el ADN. El sobrenadante resultante 

se almacenó a 4ºC hasta su uso. 

4.2.- Extracción de ARN total 

Para la extracción de ARN de plantas de A. thaliana, B. napus y S. lycopersicum se 

utilizó el reactivo de aislamiento en un solo paso TRI Reagent (Ambión), siguiendo las 

instrucciones del suministrador. El material de partida para la extracción fueron 100 mg 

de tejido congelado en nitrógeno líquido, que se disgregó en un tubo eppendorf utilizando 

una varilla estéril. Se colocó en N2 líquido para mantener congelado el tejido, se añadió 

1 mL de “TRI Reagent” por cada 100 mg de tejido y se trituró en un Silamat S5 durante 

5-10 seg. A continuación, se incubó 5 min a temperatura ambiente, se añadieron 200 μL 

de cloroformo agitando en un vórtex durante 20 seg y se incubó 15 min nuevamente a 

temperatura ambiente. A continuación, se centrifugó a 10.000 rpm durante 15 min a 4°C, 

se recogió la fase acuosa y se le añadieron 500 μL de isopropanol agitando de nuevo en 

vortex durante 10 seg. La mezcla se dejó incubando durante 30 min a temperatura 

ambiente. Pasado ese tiempo se centrifugó a 10.000 rpm durante 15 min a 4ºC, se descartó 

el sobrenadante y se le añadió 1 mL de etanol frío al 70%, se agitó en vortex y se 

centrifugó a 10.000 rpm durante 5 min. Finalmente, se eliminó el sobrenadante, se dejó 

secar durante 5 min y se resuspendió en 20-50 μL de agua tratada con DEPC. 
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4.3.- Cuantificación 

La determinación de las concentraciones de ácidos nucleicos presentes en las 

diferentes muestras se realizó utilizando el equipo Nanodrop Technologies Inc. Se trata 

de un espectrofotómetro ultrasensible de medición de ácidos nucleicos, que, a través de 

un programa informático, proporciona los ng/μL de ADN o ARN presentes en la muestra. 

Al mismo tiempo proporciona la medida de diferentes D.O. 

Como valores de D.O. 260/280 y 260/230 indican el grado de contaminación en 

proteínas y azúcares, respectivamente, sólo se utilizaron las muestras con relación 

D.O.260/D.O.280 igual a 2.  

El sistema de utilización del Nanodrop fue mediante estandarización de un blanco 

con el buffer TE o el agua MQ en el que estaba resuspendido el ADN, para lo cual se 

suspendió 1 μL del mismo en el soporte específico. De la misma manera se fueron 

suspendiendo las diferentes muestras, obteniéndose así cada una de las medidas. En el 

caso del ARN y del ADNc se utilizaron como blanco agua con DEPC y agua MQ, 

respectivamente. 

4.4.- Obtención de ADN complementario: transcriptasa inversa 

Para la síntesis de la primera cadena de ADNc a partir de ARN se empleó el kit 

comercial PrimeScript RT reagent de Takara-Clontech (Francia).   

La transcripción inversa se realizó a partir de 1 μg de ARN total obtenido de plántulas 

de arabidopsis. A la muestra de ARN se le añadieron buffer 5X PrimeScript, Oligo dT 

Primer (50 μM) y el mix que contenía la enzima (PrimeScript RT Enzyme Mix I). La 

mezcla se completó con agua tratada con DEPC hasta un volumen final de 20 μL y se 

incubó durante 15 min a 37ºC para que se produjera la transcripción inversa. A 

continuación, se llevó a 85ºC durante 5 seg para inactivar la reacción y finalmente se dejó 

en hielo. El ADNc resultante se almacenó a -20°C hasta su utilización posterior como 

molde en las reacciones de RT-qPCR (Apartado 5.6.2). 

4.5.- Electroforesis 

4.5.1.- ADN 

Los fragmentos de ADN se separaron según su tamaño mediante electroforesis en 

geles de agarosa a una concentración del 1% (relación peso/volumen).  
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En primer lugar, se añadió la cantidad adecuada de agarosa al volumen necesario de 

buffer TAE 1X (Tris/acetato 40mM, EDTA 2 mM, pH 8.0) y se fundió la mezcla hasta 

ebullición en un microondas. Tras ello, se dejó enfriar hasta unos 50-60ºC y se añadió 

bromuro de etidio hasta una concentración final aproximada de 1 μg/mL. Posteriormente 

se vertió el gel en el molde y se dejó solidificar. Una vez solidificado, se introdujo en la 

bandeja de electroforesis llenándola de TAE 1X hasta cubrir el gel. En cada uno de los 

pocillos formados por el peine en el gel se introdujeron 10 μL de la muestra preparada de 

la siguiente forma: 1 μL del frente de carga 6X, 1 μL de ADN problema y 8 μL de agua 

MQ. La electroforesis se llevó a cabo aplicando un voltaje aproximado de unos 90 V, 

incluyendo marcadores de ADN de pesos moleculares conocidos. Cuando podía 

observarse que las bandas de color en el gel se habían separado lo suficiente se procedió 

a visualizarlas con luz UV (BioDoc-It Imagin System, Analytik Jena, Alemania), y se 

fotografió el gel.  

4.5.2.- ARN 

Para la electroforesis de muestras de ARN, los buffers se prepararon en agua tratada 

con DEPC. El resto del material necesario (cubetas, peines, bandejas) se mantuvo en 

NaOH 0,2M durante, al menos, 30 min, y posteriormente se lavó con agua destilada 

tratada con DEPC.  

El proceso seguido es el mismo que en el apartado anterior, salvo que el agua de las 

muestras que se introducen en los pocillos lleva DEPC en lugar de agua MQ.  

Se consideró que el ARN extraído era de calidad cuando pudieron apreciarse, clara 

y nítidamente, las bandas correspondientes a los ARN ribosómicos 18S y 28S. 

4.6.- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

4.6.1.- Técnica de PCR 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se emplea para amplificar clones o 

fragmentos de ADN comprendidos entre dos regiones de secuencia conocida. Para ello 

se precisan dos oligonucleótidos de diferente secuencia y complementarios al extremo 3’ 

de cada una de las hebras del ADN molde. 

La mezcla de amplificación, para un volumen final de 50 µl, contenía ADN molde 

(<1 µg), 100 pmol de cada uno de los oligonucleótidos (forward y reverse), dNTPs 200 
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µM, buffer de la polimerasa 1x (Tris-HCl 10 mM, pH 8.3, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM) 

y Taq polimerasa (2,5-5 U). 

En la reacción, el ADN a amplificar se desnaturalizó previamente por calor en 

presencia de un exceso molar de los oligonucleótidos y de los cuatro dNTPs, y después 

la mezcla se enfrió hasta una temperatura adecuada para el anillamiento de la secuencia. 

La temperatura de anillamiento se calculó con el programa Oligo 4.05, dependiendo de 

la longitud y composición de los oligonucleótidos utilizados, siguiendo la fórmula: 

2(A+T) + 4(G+C). Una vez producido el anillamiento, los oligonucleótidos fueron 

extendidos con la polimerasa, que sintetiza el nuevo ADN en dirección 5’- 3’, utilizando 

un termociclador Applied Biosystems Gene Amp PCR Systems 2700. El tiempo de 

extensión aproximado fue de 30 seg por kb. Las condiciones de temperaturas y tiempos 

empleados en las distintas reacciones de PCR fueron diferentes dependiendo de cada caso, 

y se detallan en los apartados correspondientes. 

4.6.2.- PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) 

La PCR a tiempo real de las muestras de DNA se llevó a cabo utilizando Kapa Sybr 

Fast qPCR Kit Master Mix (2x) ABI Prism (Kapa Biosystems, Darmstadt, Alemania) y 

el equipo StepOnePlus (Applied Biosystems). El principio de esta técnica consiste en la 

detección de la molécula Sybr Green I, que emite fluorescencia al unirse a las moléculas 

de DNA de doble cadena durante la amplificación. La posterior medida de la intensidad 

de la fluorescencia emitida nos permite determinar la cantidad de producto de PCR 

amplificado para esa muestra. 

La mezcla de reacción se llevó a cabo en un volumen de 10 μL, con la 

concentración final que se indica:  

 Kapa Sybr Fast qPCR Kit Master Mix (2x) ABI Prism (1x)  

 Oligo forward (200 nM).  

 Oligo reverse (200 nM).  

 20 ng de DNA molde de la reacción.  

Las condiciones de amplificación consistieron en un ciclo inicial de activación 

enzimática a 95ºC durante 3 min, seguido de 40 ciclos que incluían: 3 seg a 95ºC 

(desnaturalización) y 20 seg a la temperatura establecida empíricamente para cada pareja 

de oligonucleótidos (anillamiento). Se realizó una medida continua de la fluorescencia 
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emitida en un rango de 60-95ºC aumentando la temperatura 0,2ºC por seg. Finalmente, 

las muestras se mantuvieron a 4ºC. 

El análisis de los datos obtenidos se realizó siguiendo el método de comparación de 

Ct (Bustin, 2000; Pfaffl, 2001) que permite llevar a cabo una cuantificación relativa del 

nivel de expresión del gen de interés respecto de un gen control endógeno cuya expresión 

es constitutiva. En este trabajo se utilizó el gen de la actina de los diferentes organismos 

utilizados, como gen control endógeno. Es necesaria una eficiencia de amplificación del 

gen de interés y del gen endógeno estadísticamente similares para poder aplicar de un 

modo fiable este método de cuantificación (Pfaffl, 2001). 

El ciclo umbral (Ct, threshold cycle) de la reacción se define como el primer ciclo de 

amplificación en el que la señal de fluorescencia detectada es mayor que el límite de 

detección mínimo, establecido por un umbral que está asociado con el inicio del 

crecimiento exponencial de la curva de amplificación del producto de PCR. De esta 

forma, una muestra que presente mayor contenido de ADN llegará antes a la fase 

exponencial y tendrá un Ct más bajo que otra muestra con menor cantidad de ADN. 

 

Figura 0.8: Curva de amplificación en PCR cuantitativa. El Ct se indica con una línea 

punteada vertical de color rojo. El umbral se indica con una línea continua horizontal de color 

rojo. 

 

El método de comparación de Ct incluye los valores de Ct de interés en la siguiente 

fórmula matemática para así conocer la cantidad relativa de transcrito o RQ (Relative 

Quantify of transcript): 

RQ = 2-ΔΔCt, siendo ΔΔCt = ΔCt muestra problema – ΔCt muestra referencia 
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Donde ΔCt en cada caso es la diferencia entre el Ct del gen de interés y el Ct del gen 

control endógeno. 

La muestra referencia es aquella sobre la que se calibran todas las muestras 

problemas y a la que se asigna de forma arbitraria un valor RQ = 1. 

Todos los análisis de PCR cuantitativa realizados en este trabajo se llevaron a cabo 

con muestras de al menos tres réplicas biológicas y dos réplicas técnicas de síntesis de 

ADNc, realizando las reacciones por triplicado para su análisis en el termociclador, de 

modo que al menos hubo 18 reacciones de PCR para cada muestra analizada, siguiendo 

las indicaciones de de Vega-Bartol et al. (2013).  

Para los cálculos de Ct, eficiencia de amplificación y análisis estadísticos se utilizó 

el programa informático complementario del termociclador (StepOne Software V2.3, 

Applied Biosystems) y el programa Statistix 8.0. 

4.6.3.- Oligonucleótidos utilizados 

Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo fueron suministrados por Sigma 

LifeScience, y se recogen en la Tabla 3.  

 

Tabla 3: Nombre y secuencia de los oligonucleótidos utilizados. 

Nombre Secuencia 

35S-GTW F CTTCGCAAGACCCTTCCTCT 

Thkel1-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCATGGCCGCTT

CCATCATCT 

Thkel1-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACAAAAAGT

CCAACCTCC 

ActAraF CTCCCGCTATGTATGTCGCC 

ActAraR TTGGCACAGTGTGAGACACAC 

Ara-Ics1-F GATCTAGCTAACGAGAACGG  

Ara-Ics1-R CATTAAACTCAACCTGAGGGAC  

Ara-PR1-F GGCTAACTACAACTACGCTG  

Ara-PR1-R GGCTCTGGTTCACATAATTC  

Ara-Lox1-F GTAAGCTCTGATGTTACTGATTC  

Ara-Lox1-R CTGCGGTTAACGACGTGATTG  

Ara-VSP2-F GTTAGGGACCGGAGCATCAA 

Ara-VSP2-R TCAATCCCGAGCTCTATGATGTT 

ActColzF CCCTGGAATTGCTGACCGTA 
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ActColzR TGGAAAGTGCTGAGGGATGC 

ThKelQF ACGGCACAAGCTCCACTTG 

ThKelQR TGCGGGACGAGGGATAGAC 

GlomusF CTTTCGATGGTAGGATAGAGG 

GlomusR ACAACTTTAATATACGCTATTGGA 

Act-Tri-F  ATGGTATGGGTCAGAAGGA  

Act-Tri-R  ATGTCAACACGAGCAATGG  

Act-Tom-F CACCACTGCTGAACGGGAA 

Act-Tom-R GGAGCTGCTCCTGGCAGTTT 

Tom-Ics1-F GTTCCTCTCCAAGAATGTCC 

Tom-Ics1-R TCCTTCAAGCTCATCAAACT 

Tom-PR1-F CCTCAAGATTATCTTAACGCTC 

Tom-PR1-R TACCATTGCTTCTCATCAACC 

Tom-Lox1-F GCCTCTCTTCTTGATGGAG 

Tom-Lox1-R GTAGTGAGCCACTTCTCCAA 

Tom-Ein2-F GTTGCTAAGTGATGCTGTA 

Tom-Ein2-R CGCTCAAGCATGCTGGGCC 

attB1 F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGC 

attB2 R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC 

Seq-Gate.L1.F TCGCGTTAACGCTAGCATGCATGGATCTC 

Seq-Gate.L2.R GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC 
 

4.6.4.- Diseño de oligonucleótidos 

El diseño de oligonucleótidos se llevó a cabo con el programa PearlPrimer. La 

búsqueda de marcos de lectura abierta (ORF) sobre las secuencias de ADN se realizó 

mediante el programa EditSeq, que forma parte del paquete informático Lasergene 

(DNASTAR, Madison, EE.UU.). 

4.6.5.- Cuantificación relativa de biomasa fúngica 

La cuantificación de biomasa fúngica (tanto de Trichoderma, como de los hongos 

micorrícicos) durante la colonización de plantas de arabidopsis, tomate y colza se llevó a 

cabo mediante una estimación de la cantidad relativa de ADN del hongo respecto al ADN 

de la planta utilizando reacciones de PCR cuantitativa. 

Para la detección y cuantificación del ADN fúngico se utilizaron las parejas de 

oligonucleótidos que amplifican regiones específicas del gen de la actina de Trichoderma 

y del ARNr 18S de los hongos micorrícicos (Lee et al., 2008) (descritos en la Tabla 3), 
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ambos genes tienen copia única en el genoma de los hongos. En el caso de las plantas se 

utilizaron cebadores para amplificar una región del gen de la actina (descritos en la Tabla 

3), también de copia única, que fue utilizado como gen control endógeno. 

El número de muestras en cada ensayo se describe en el pie de figura de cada 

resultado en el apartado de Resultados de cada capítulo, los componentes de la reacción 

y el perfil térmico utilizados en esta cuantificación son las descritas anteriormente en este 

mismo apartado de Materiales y Métodos, utilizando en este caso como molde ADN 

genómico procedente de plantas inoculadas y no ADNc. Se añadieron a la reacción 100 

ng de ADN genómico. 

La cantidad de producto amplificado se determinó como ya se detalló anteriormente, 

en el apartado 4.6.2. 

4.7.- Cálculo del número de copias de un gen por PCR 

Para determinar el número de copias del transgén integrado dentro del genoma de B. 

napus se utilizó la metodología recopilada por Hoebeeck et al. (2007). 

Esta metodología se basa en primer lugar en relativizar las copias del transgén frente 

a un gen endógeno, el de la actina, con unos calibradores de número de copias conocidas 

del transgén, en nuestro caso, las tres líneas de arabidopsis transformadas con el gen 

Thkel1: Kel1 (1 copia), Kel2 (2 copias) y Kel3 (3 copias).  

El gen endógeno de referencia utilizado en las muestras de colza fue también el de la 

actina. El siguiente paso fue calcular la cantidad relativa de gen (Q): 

𝑄 = 2(𝐶𝑡𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑟−𝐶𝑡𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎) 

Donde se deben coger los Ct correspondientes a cada gen que se esté calculando, 

tanto endógenos como de interés.  

Posteriormente se debe utilizar el denominado factor de normalización (NF), que 

sería la Q correspondiente al gen endógeno, en nuestro caso, la comparación del gen de 

la actina de arabidopsis y colza, multiplicándolo por las Q obtenidas para el gen Thkel1 

en cada una de las muestras problema, obteniendo de esta forma el número de copias 

relativizado al del calibrador. 

Se siguió la misma metodología con los tres calibradores diferentes, dando por 

correctos únicamente los resultados que diesen igual número de copias en las muestras 

problema de forma relativa respecto al número de copias de cada uno de los calibradores. 
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4.8.- Secuenciación de fragmentos de ADN 

La secuenciación de fragmentos de ADN de interés se llevó a cabo en el Servicio de 

Secuenciación de la Universidad de Salamanca que dispone de un secuenciador 

automático capilar 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). El procedimiento 

seguido para la secuenciación es el descrito por Sanger et al. (1977), en el que se utilizan 

fluorocromos que son discriminados por un lector óptico. 

Los fragmentos de ADN y los plásmidos a secuenciar fueron aislados y purificados 

con los kits de purificación NucleoSpin Gel and PCR Clean-up y NucleoSpin Plasmid 

(Macherey-Nagel, Hoerdt, Francia), respectivamente, siguiendo las indicaciones del 

fabricante. 

La concentración de las muestras se estimó mediante un espectofotómetro NanoDrop 

ND-1000 (Thermo Scientific). Para la secuenciación de amplicones de PCR se utilizaron 

100 ng de ADN para fragmentos de 1 kb. Todas las reacciones se llevaron a cabo en un 

volumen total de 8 μL que incluyó el cebador correspondiente a una concentración final 

de 3,2 pM. 

 

5.- MICROSCOPÍA CONFOCAL DE BARRIDO 

Las raíces de las plántulas de arabidopsis que estuvieron en contacto con T. 

harzianum durante 3 días en las cajas Phytatray II (cultivo hidropónico) se visualizaron 

en un microscopio confocal Leica SP5. Para ello, se cortaron las raíces, se lavaron bien 

con agua destilada estéril para eliminar todo el hongo externo y se montaron en porta-

objetos. Las muestras se guardaron a -20ºC hasta su uso. La longitud de onda de 

excitación utilizada fue de 488 nm (láser argón/criptón) y las longitudes de onda de 

emisión fueron de 500-550 nm. Las imágenes se visualizaron con un objetivo de 40x y se 

procesaron con el software LSM Image Browser de Leica. 

 

6.- LOCALIZACIÓN DE CALOSA EN CORTES HISTOLÓGICOS 

Para la localización de los depósitos de calosa, se realizaron cortes histológicos de 

raíces de plántulas de arabidopsis, previamente fijado e incluido en parafina (Paraplast 

Embedding Media; Sigma, USA).  
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6.1.- Fijación 

Se cortaron piezas de aproximadamente 3 mm de longitud de la raíz principal de las 

plantas de A. thaliana que habían permanecido en contacto con T. harzianum en cultivo 

hidropónico durante tres días. El proceso de fijación se realizó incubando las piezas 

durante 30 min a temperatura ambiente en la solución de fijación FAA (formalin-aceto-

alcohol: 90 mL de etanol 50%, 5 mL de ácido acético y 5 mL de formaldehído al 37% 

v/v) y con aplicación de vacío, para facilitar la penetración del fijador en el tejido. Se 

renovó el fijador y se mantuvieron 24 h a 4ºC.  

6.2.- Deshidratación 

Después de dos lavados de 1 h con etanol 50% en agua destilada estéril. Las muestras 

se deshidrataron mediante sucesivos lavados de 1 h con etanol 70%, 80% y 90% en agua 

destilada estéril, seguidos de tres lavados de 1 h con etanol 100%. Posteriormente, se 

realizaron lavados de 1 h con xilol 15%, 25%, 50% y 75% en etanol y se finalizó con 

otros tres lavados de 1 h en xilol 100%. Las muestras se mantuvieron en parafina toda la 

noche a 60ºC. Al día siguiente se hicieron dos cambios de parafina, a intervalos de 3-4 h, 

manteniendo las muestras a 60ºC. Cada pieza fue incluida en un bloque de parafina, que 

una vez solidificado se almacenó a 4°C hasta su utilización. 

6.3.- Cortes histológicos  

Se hicieron cortes histológicos de 12 μm utilizando un microtomo HM 310 (Microm, 

Alemania), recogiendo las secciones en un portaobjetos con poli-L-lisina al 0,04%.  

6.4.- Desparafinación  

Los cortes histológicos mantenidos a 37°C durante al menos 12 h, se desparafinaron 

realizando tres lavados de 10 min con xilol 100%, seguidos de dos lavados de 10 min en 

una mezcla de xilol:etanol 1:1. Posteriormente se rehidrataron en una serie decreciente de 

etanol: tres lavados de 10 min en etanol 100% seguidos de un lavado de 5 min con cada 

una de las soluciones de etanol 90%, 80%, 70%, 60%, 50% y 30% en agua destilada. Una 

vez desparafinados, los cortes se mantuvieron durante 15 min en buffer TBS (Tris base 

0,1 M a pH 7,5 conteniendo NaCl 0,1 M).  

6.5.- Tinción 

La tinción de los cortes histológicos se realizó cubriendo los portas con unas gotas 

de una solución de azul de anilina (Sigma) al 0,005% en agua durante 2 min. A 
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continuación, se retiró el exceso de colorante, y se procedió a una deshidratación de los 

tejidos mediante dos lavados con etanol 70% y 90% durante 3 min, un lavado en etanol 

absoluto durante 4 min y un lavado en xilol 100% durante 5 min. Finalmente, los cortes 

se montaron utilizando la solución de montaje Entellan (Merck, Darmstadt, Alemania), 

dejándose secar un par de horas antes de su visualización.  

6.6.- Observación  

Para la observación y fotografía de los cortes se utilizó un microscopio DMLS2 

(Leica, Wetzlar, Alemania), equipado con una cámara Canon Power Shot S50. 

 

7.- OBTENCIÓN DE ENDÓFITOS SISTÉMICOS 

Con el fin de determinar la presencia a nivel foliar de T. harzianum en las plantas de 

A. thaliana en cultivo hidropónico, se recogieron diferentes hojas tres días después la 

inoculación fúngica y para ello se desinfectaron superficialmente con etanol al 60%, 

Tritón X-100 al 1% e hipoclorito sódico al 1%, durante 10 min en agitación. 

Posteriormente, las hojas se depositaron en en placas de PDA que se incubaron a 24ºC. 

 

8.- OBTENCIÓN Y MANIPULACIÓN DE PLANTAS TRANSGÉNICAS 

8.1.- Clonación por la tecnología Gateway  

Esta tecnología permite introducir un inserto de interés en un vector sin tener que 

cortar con enzimas de restricción y ligar.  

En primer lugar, se realizó el diseño de los oligonucleótidos para amplificar el 

fragmento a clonar introduciendo los sitios de recombinación attB1 en el extremo 5’ y 

attB2 en el extremo 3’ (Tabla 3). Una vez realizada la PCR, se introdujo por 

recombinación el fragmento obtenido en el plásmido pDONOR201 por la Gateway BP 

Clonase II Enzime mix (Invotrogen), que introduce segmentos de ADN con sitios attB en 

un vector donante con sitios attP, incubando la mezcla toda la noche a 25ºC, pasando a 

denominarse el plásmido pENTR201. La reacción se paró añadiendo proteinasa K 

(digiere la keratina) durante 10 min a 37ºC.  

Posteriormente, se hizo la transformación de las células competentes DH5α con la 

mezcla de recombinación, por electroporación. Para ello, se colocó una alícuota de las 

células DH5α junto con la mezcla en una cubeta (de 0,1 cm de ancho), y se puso en el 

electroporador (1,8 kV, 1 kW y 25 μF). Tras ello, las bacterias recuperadas de la cubeta 
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se pasaron a medio LB, donde se incubaron a 37ºC en agitación a 250 rpm durante 1 h, 

para que se regenerasen. Pasado ese tiempo, se sembraron en placas con medio LB 

suplementado con el antibiótico (Kan), manteniendo las placas a 37ºC toda la noche. De 

las colonias que crecieron, se seleccionaron algunas de ellas, con las que se inocularon 

medios líquidos de LB suplementados con el mismo antibiótico, y se mantuvieron 24h en 

agitación (250 rpm) y a 37ºC para la obtención del plásmido.  

La extracción del plásmido se realizó con el kit NucleoSpin Plasmid, siguiendo las 

instrucciones del suministrador. Este método está basado en la utilización de columnas 

diseñadas para la extracción de los plásmidos y centrifugación de las mismas. 

Posteriormente, se determinó la concentración de los plásmidos purificados en el 

Nanodrop y se visualizaron en un gel de agarosa.  

Los plásmidos obtenidos se enviaron a secuenciar, utilizando los oligos Seq-

Gate.L1.F y Seq-Gate.L2.R (Tabla 3), diseñados para los sitios de recombinación attL1 y 

attL2 que se generan en el vector pENTR201 y que flanquean la secuencia de ADN 

introducida.  

Una vez se tuvo el pENTR201 con la secuencia correcta, se procedió a introducirlo 

en un plásmido DESTINITY (con el borde derecho e izquierdo de A. tumefaciens). El 

plásmido utilizado en este proceso fue el pKGWFS7. La recombinación de los plásmidos 

pENTRY y los pDEST se realizó con la clonasa LR (introduce un gen de interés 

flanqueado por sitios attL de un vector ENTRY en un vector de destino con sitios attR), 

incubando la mezcla toda la noche a 25ºC. La reacción se paró añadiendo proteinasa K 

durante 10 min a 37ºC. 

Posteriormente, se transformaron células competentes DH5α con la mezcla de 

recombinación por electroporación (1,8 kV), sembrando esta vez las bacterias obtenidas 

en medio LB suplementado con Spec, ya que es la resistencia que presenta el plásmido 

de destino. Tras seleccionar las colonias transformadas se realizaron tres PCRs distintas 

para confirmar la presencia del fragmento clonado, y que éste se encuentre en la dirección 

correcta y en el vector adecuado, para ello se utilizaron los oligos attB1 y attB2, Seq-

Gate.L1 y Seq-Gate.L2, un oligo del fragmento clonado y otro del vector de destino. Los 

productos de PCR obtenidos se comprobaron en un gel de agarosa, observándose banda 

solamente en la primera y tercera PCRs.  



MATERIALES Y MÉTODOS 

_____________________________________________________________________________ 
 

- 45 - 
 

Por último, se realizó la purificación de los plásmidos con el kit NucleoSpin Plasmid, 

cuantificando el producto al Nanodrop y comprobándolo por electroforesis en gel de 

agarosa. 

8.2.- Transformación de A. tumefaciens mediante electroporación  

Las células competentes de A. tumefaciens se transformaron con la construcción 

pKGWFS7-Thkel1 por electroporación (Dower et al., 1988). Para ello, se utilizaron 

cubetas de electroporación de 0,2 cm de ancho, las condiciones fueron de 2 kV, 1 kW y 

25 μF. A una suspensión de 0,4 mL células competentes se le añadieron entre 0,1-0,5 μg 

del plásmido recombinante. Inmediatamente después de la electroporación, se añadió a 

las células 1 mL de medio SOC (bactotriptona 2%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 

0,05%, KCl 2,5 mM, pH 7,0, MgCl2 10mM y glucosa 20 mM) y se incubaron a 28ºC 

durante 2-3 h. Los transformantes se seleccionaron en placas con medio LB sólido 

suplementado con Spec (50μg/mL). 

8.3.- Extracción de plásmidos de A. tumefaciens  

Para confirmar que las células transformadas contenían la construcción adecuada, se 

realizó una extracción de plásmidos a partir de un cultivo saturado de las cepas 

transformadas en medio LB con espectinomicina. Las células presentes en 1 mL del 

cultivo se recogieron por centrifugación y se resuspendieron en 100 μL de buffer de lisis 

(glucosa 50mM, Tris-HCl 25 mM pH 7.5, EDTA 10 mM, lisozima 4 mg/mL). La 

suspensión se agitó vigorosamente durante 10 min y se incubó a temperatura ambiente 

durante otros 30 min, al cabo de los cuales se añadieron 150 μL de acetato sódico 3M (pH 

4.8), se mezcló y se incubó en hielo durante 5 min. Tras centrifugar a 1.200 rpm durante 

5 min, al sobrenadante se le añadió un volumen igual de fenol: cloroformo (1:1), se 

mezcló mediante agitación, después de una última centrifugación, el precipitado se 

resuspendió en 50 μL de agua. 

8.4.- Transformación de B. napus por inmersión floral de A. tumefaciens 

La transformación de B. napus mediada por A. tumefaciens se realizó por el método 

de infiltración in planta (Clough & Bent, 1998). Este procedimiento ofrece varias ventajas 

frente a los métodos que requieren un proceso de cultivo in vitro. La transformación de 

plantas enteras no requiere regeneración, lo que evita la variación somaclonal, además, 

se reduce el tiempo requerido para obtener individuos transformados.  
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Se utilizó un cultivo en fase estacionaria, de A. tumefaciens para inocular 200 mL de 

medio LB (3:200). Este cultivo se incubó a 28ºC durante 24 h, las células se recogieron 

por centrifugación (3.000 rpm, 15 min a 4ºC) y se resuspendieron en 400 mL de solución 

de infiltración (sacarosa 5%, detergente Siwet L-77 0,03% (v/v), medio MS 0,5x, BAP 

(benzilaminopurina) 0,044 μM y acetosiringona (16 mg/L).  

Las plantas de B. napus que iban a ser infiltradas, se crecieron en macetas en 

condiciones ya descritas (Apartado 2.2), hasta que desarrollaron los primordios florales. 

Para la inoculación de las plantas con A. tumefaciens, se colocaron 400 mL de la 

suspensión bacteriana en un vaso de precipitado, donde se fueron introduciendo uno a 

uno los racimos de los primordios florales de las ramas de cada planta durante 2 min, 

cubriéndolos posteriormente con una bolsa de plástico con el fin de mantener la humedad 

durante 2-3 días.  

Cuando la bacteria se pone en contacto con los primordios florales de B. napus, ésta 

infecta al tejido. En este período de contacto, la bacteria transfiere al tejido el ADN-T del 

plásmido Ti, que se integra en el material genético de la planta, transcribiéndose más tarde 

como si fuera un gen propio.  

Cuando las silicuas estuvieron secas se recogieron las semillas. El siguiente paso 

consistió en seleccionar las semillas transgénicas y llevarlas a homocigosis. 

8.4.1.- Selección de semillas transgénicas  

Tras esterilizar la superficie de las semillas (apartado 2.1), se eliminó la dormición 

por estratificación durante 72 h a 4ºC, y se colocaron en placas con medio MS 

suplementado con Kan (50 μg/mL). Estas placas se incubaron a 22ºC, con un fotoperíodo 

de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, y una humedad del 50% hasta que las plántulas tuvieron 

los cotiledones completamente abiertos (7 días). En este momento ya se pueden 

diferenciar plántulas transformadas de las que no, porque estas últimas presentaban un 

color predominante morado por la acumulación de antocianinas (Figura 0.9A). Las 

plántulas aparentemente transformadas se transplantaron a tierra, donde al cabo de unos 

días, se descartaron las no resistentes a Kan, obviadas en el paso anterior, ya que sus hojas 

primarias emergían blancas o moradas (Figura 0.9B). 
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Figura 0.9: Plántulas de B. napus de 7 días (A) y traspasada a tierra (B), sensibles a 

kanamicina.  

 

8.4.2.- Caracterización molecular de las plantas transgénicas  

Las plantas correspondientes a las líneas T1 se utilizaron para comprobar por medio 

de PCR la presencia del gen Thkel1 en el genoma de esas líneas. Para ello, se utilizó DNA 

genómico junto con oligonucleótidos específicos de la contrucción con el transgén (35S-

GTW-F y Thkel1-R). Posteriormente, se prosiguió con las plantas confirmadas hasta la 

homocigosis. 

8.5.- Transformación de raíces de B. napus por A. rhizogenes  

Se utilizó la cepa de A. rhizogenes denominada Arqua-1. Tanto para la transfomación 

mediante electroporación como para la extracción de los plásmidos, se utilizaron las 

mismas técnicas de los apartados 8.2 y 8.3, respectivamente; destacando que, en este caso, 

la bacteria es resistente al antibiótico Strep y que se crece en placa de LB a una 

concentración de este antibiótico de 100 mg/L, con el fin de evitar contaminaciones.  

Como material de partida se utilizaron semillas esterilizadas de colza germinadas en 

placas Petri invertidas de MS. Cuando las raíces emergentes de las semillas tuvieron un 

tamaño aproximado de 1 cm se cortó la punta de las mismas, y se llevaron a una placa 

sobre la que se había extendido un ‘césped’ de A. rhizogenes transformada previamente 

con el gen de interés. Una vez infectadas, las plántulas se depositaron en placas cuadradas 

verticales con MS en una cámara de luz a las condiciones normales de crecimiento.  

Al cabo de dos semanas, tras la infección con A. rhizogenes, tiempo suficiente para 

que comenzara el desarrollo de las raíces transformadas, se pasaron las plántulas a nuevas 

placas con medio MS suplementadas con Kan, sólo sobrevivieron las transformadas, ya 
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que fueron las únicas portadoras de la resistencia. Pasada una semana, las plántulas 

supervivientes se traspasaron a tierra, mediante un proceso de aclimatación del contenido 

en humedad ambiental, donde también pudieron desecharse varias plantas que 

manifestaron los síntomas de la no resistencia al antibiótico. 

 

9.- ENSAYOS DE GERMINACIÓN 

Una vez se obtuvieron plantas transgénicas de colza con el gen Thkel1 se realizaron 

diferentes estudios de germinación in vitro de las semillas. 

Tras su esterilización superficial y una estratificación de 3 días, las semillas de colza 

se colocaron en placas Petri con diferente composición, en función del ensayo. Las 

condiciones a las que se sometió a las semillas fueron medio nutritivo MS y el mismo 

suplementado con NaCl 250 mM, con el fin de causar un estrés salino.  

Las placas se mantuvieron en el fitotrón tapadas con papel de aluminio, intentando 

imitar las condiciones de enterramiento del suelo, donde no hay luz, durante 5 días, tras 

los cuales se midieron diferentes variables. En primer lugar, se calculó el porcentaje de 

germinación relativo (PGR), basado en la división del porcentaje de semillas que habían 

germinado en la línea transgénica frente al control (línea comercial transformada), 

multiplicado por 100. Posteriormente se midió la longitud de las radículas surgidas y se 

calculó la elongación de radícula relativa (ERR), dividiendo el dato de la línea transgénica 

frente al control, multiplicándolo por 100. Por último, se realizó el cálculo de índice de 

germinación (IG), basado en multiplicar el PGR por la ERR y dividirlo entre 100. 

 

10.- PRODUCTIVIDAD VEGETAL 

10.1.- Productividad en arabidopsis 

La capacidad productiva de A. thaliana se midió mediante la cuantificación del 

número de silícuas totales producidas por planta. 

10.2.- Productividad en colza 

10.2.1.- Semillas 

La capacidad productiva de B. napus a nivel de semillas oleaginosas se realizó 

mediante la recogida y cuantificación del número total de silícuas producidas por planta. 

Posteriormente, se abrió cada una de las silícuas recogidas de forma individual y se 

tomaron datos del número de semillas formadas en cada silicua. Los datos de peso por 
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semilla fueron tomados mediante el pesaje de grupos de 10 semillas en balanza de 

precisión. Por último, se realizó el cálculo del peso de semillas producido por cada planta, 

multiplicando todos los datos obtenidos con anterioridad. 

10.2.2.- Biomasa aérea 

Con el fin de determinar si realmente la micorrización de la línea transgénica de colza 

le estaba proporcionando a la planta algún tipo de beneficio nutricional y, por lo tanto, de 

desarrollo de biomasa vegetal, planteamos un ensayo basado en la metodología utilizada 

por Xin et al., (2017) de mallas de nylon con orificios de 35 μm, los cuales permiten el 

paso del hongo micorrícico, pero no de las raíces. 

 

  

Figura 0.10: Proceso seguido en el ensayo de efectividad nutricional de la micorrización de 

colza. De izquierda a derecha y de arriba a abajo: crecimiento de las plántulas; momento en el 

cual las plantas dejaron de suplementarse con MS y se añadieron las diferentes condiciones; 

ocupamiento radicular del hueco dejado para las diferentes condiciones; momento de adición de 

las condiciones (en este caso, turba con hongos micorrícicos), manteniendo la separación con la 

malla de nylon; primera semana sin suplementación con MS, en este caso, con la condición de la 

adición de tomate y turba. 

 

En primer lugar, crecimos plántulas de colza en macetas llenas de vermiculita, 

dejando un hueco de 300 mL de volumen, lugar donde se situarán con posterioridad las 

diferentes condiciones. Durante un mes, las plantas se suplementaron cada tres días con 

una solución de MS al 1% en peso (1 g/L), ya que la vermiculita es un medio inerte que 
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no aporta nutrientes a la planta. Al cabo de ese mes, las raíces de las plantas habían 

ocupado por completo el hueco que se había dejado, por lo tanto, procedimos a añadir 

cada una de las condiciones, que se habían preparado en recipientes con el mismo 

volumen del hueco, siempre forrados internamente con la malla de nylon. Las condiciones 

que se utilizaron fueron: vermiculita, vermiculita más hongos micorrícicos, turba, turba 

más hongos micorrícicos, tomate en turba, y tomate en turba más hongos micorrícicos. 

Estas condiciones se mantuvieron durante dos semanas, ya que la falta total de aporte 

nutritivo en las plantas a las que únicamente se les añadió vemiculita empezaba a ser letal 

en los controles, tras las cuales se recogió y midió el peso fresco de biomasa formada 

(tanto de las colzas como de los tomates) y el peso seco tras un secado de 3 días a 65ºC 

en estufa (Figura 0.10). El material vegetal obtenido en este apartado se utilizó para la 

medición nutricional del apartado 15. 

10.2.3.- Biomasa radicular 

Para cuantificar la biomasa radicular producida por las diferentes plantas de colza en 

diferentes condiciones se recogieron las plantas en el momento de la formación de los 

primordios florales, lavando vigorosamente las raíces, con el fin de eliminar al máximo 

cualquier residuo de sustrato. Posteriormente, las raíces se secaron en estufa a 65ºC 

durante 3 días y se pesó individualmente cada una de ellas. 

 

11.- ENSAYOS DE ESTRESES ABIÓTICOS 

11.1.- Salino 

Las plantas de A. thaliana ecotipo silvestre Col-0 y la línea transgénica Kel-2 con y 

sin micorrizas, se regaron individualmente con 5 mL de NaCl 200 mM, cada dos días, 

una vez desarrollaron las primeras hojas verdaderas. Según aumentaba el tamaño de éstas 

se aumentó el volumen de riego a 10, 15 y 20 mL, sucesivamente hasta el final de su ciclo 

de desarrollo. 

En el caso de las plantas de colza, el riego con NaCl 200 mM comenzó en el momento 

en el que la planta desarrolló la tercera hoja verdadera con 15 mL cada dos días. Según 

aumentaba el tamaño de las plantas se aumentó el volumen de riego a 30, 50 y 100 mL, 

sucesivamente hasta el final de su ciclo de desarrollo. 
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11.2.- Sequía 

El estrés por sequía se provocó en las plantas de colza mediante una reducción 

progresiva del riego, tanto en cantidad como en tiempos entre las irrigaciones, desde que 

la planta comenzó el desarrollo de la tercera hoja verdadera hasta que empezó en 

crecimiento de su tallo floral, momento en el que el riego ya fue nulo. 

 

12.- OBSERVACIÓN DE LA MICORRIZACIÓN 

Para la tinción de las raíces de A. thaliana y colza con el fin de observar la presencia 

de micorrizas se utilizaron dos técnicas distintas.  

12.1.- Tinción de raíces de A. thaliana con azul de tripán  

Las raíces de A. thaliana se sumergieron en una solución de KOH al 10% durante 

20-60 min a 90ºC con el fin de aumentar la permeabilidad de sus paredes celulares. 

Posteriormente se realizaron tres lavados con agua destilada para eliminar el KOH, y se 

sumergieron en una nueva solución de HCl al 2% (v/v) durante 15 min. Una vez 

eliminado el HCl sin necesidad de lavar con agua destilada, las raíces se mantuvieron en 

una solución de azul de tripán al 0,05% en lactoglicerol durante 20-60 min a 90ºC. Por 

último, se desechó el exceso de tinte y se aclararon las raíces con agua destilada, donde 

se mantuvieron hasta su observación a la lupa (Vierheilig et al., 2005).  

12.2.- Tinción de raíces de colza con ‘tinta china’  

Las raíces de B. napus se sumergieron en una solución de KOH al 10% durante 10 

min a 70-80ºC con el fin de aumentar la permeabilidad de sus paredes celulares. 

Posteriormente se realizaron tres lavados con agua destilada para eliminar el KOH y uno 

más con una nueva solución de ácido acético al 2% (v/v). A continuación, las raíces se 

pasaron a una solución con la ‘tinta china’ SheafferSkrip (5% de tinta en ácido acético al 

2%) durante 10 min a 90ºC. Por último, se desechó el exceso de tinta y se aclararon las 

raíces con agua destilada, donde se mantuvieron hasta su observación a la lupa (Vierheilig 

et al., 2005).  

En ambas tinciones las observaciones y fotografías de las raíces micorrizadas se 

realizaron en un microscopio estereoscópico Leica M205 FA equipado con cámara 

fotográfica Leica DFC 495.  
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13.- ESTUDIOS in silico 

Para los estudios in silico con el gen Thkel1 utilizamos los siguientes softwares 

(Tabla 4): 

 

Tabla 4: Softwares utilizado en los estudios in silico. 

Nombre Uso Dirección web 

BLASTX 

Obtención de la secuencia de aminoácidos que 

conforma una proteína partiendo de la secuencia 

de nucleótidos del gen que la codificaría 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi? 

PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE= 

BlastSearch&LINK_LOC=blasthome 

 

BLASTP Obtención de proteínas homólogas 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_ 

TYPE=BlastSearch&LINK_ 

LOC=blasthome 

TAIR 
Base de datos genéticos y moleculares de A. 

thaliana 

https://www.arabidopsis.org/ 

 

PAIR 

Obtención del interactoma (todas las proteínas 

con las que podría unirse) de arabidopsis, 

partiendo de la nomenclatura de una proteína 

según el TAIR 

http://www.cls.zju.edu.cn/pair/ 

 

 

14.- ACTIVIDAD MIROSINASA 

La metodología llevada a cabo para el análisis de la actividad mirosinasa fue el 

descrito previamente por Charron & Sams (2004), basado en la medida de la disminución 

de la D.O. a 227 nm en un espectrofotómetro, como consecuencia de la hidrólisis 

enzimática del sustrato de la reacción, la sinigrina. 

Como material de partida se utilizaron 300 mg de material vegetal congelado en 

nitrógeno líquido, homogeneizado y pulverizado lo máximo posible. A este material se le 

añadió 1 mL de buffer citrato-fosfato 30 mM a pH 7, que contenía EDTA 1 mM, y se 

centrifugó a 16.400 rpm durante 4 min a 4ºC, recuperando el sobrenadante. 

La mezcla de reacción se llevó a un volumen final de 1,5 mL añadiendo 1,35 mL del 

anterior buffer citrato-fosfato, 50 μL de extracto y 100 μL de sinigrina 37,5 mM, 

mezclando bien todos los componentes con un vórtex durante 5 seg. La reacción de 

referencia se basó en la misma mezcla, sustituyendo la sinigrina por agua. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/%20Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_%20TYPE=BlastSearch&LINK_%20LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/%20Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_%20TYPE=BlastSearch&LINK_%20LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/%20Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_%20TYPE=BlastSearch&LINK_%20LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/%20Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_%20TYPE=BlastSearch&LINK_%20LOC=blasthome
https://www.arabidopsis.org/
http://www.cls.zju.edu.cn/pair/
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La actividad mirosinasa se calculó como unidades (U) de actividad, basadas en la 

cantidad de enzima por centímetro cúbico que causa la desaparición de 1 μmol de 

sinigrina por minuto. Para ello, se utilizó la fórmula descrita por Li & Kushad (2004): 

𝑈𝑐𝑚−3 =
∆𝐴 ∗ 𝑉𝐴 ∗ 103

∆𝑡 ∗ 𝜀 ∗ 𝑉𝐸
 

Donde ΔA es el incremento de la D.O., VA es el volumen total del ensayo (1,5 cm3), 

Δt es el incremento en el tiempo (5 min), ε es el coeficiente de extinción molar de la 

sinigrina (6784 M-1 cm-1), y VE el volumen de la solución de enzima (0,1 cm3). 

 

15.- ANÁLISIS METABOLÓMICOS 

Todos los análisis metabolómicos sobre las muestras radiculares y de semillas de 

colza se realizaron en colaboración con el grupo de Ecofisiología y Biotecnología de la 

Universidad Jaume I de Castellón. A nivel radicular se midió la acumulación de 

compuestos químicos relacionados con la falta de micorrización en colza, mientras que 

en las semillas se analizó su perfil oleico y otros posibles compuestos de interés. 

15.1.- Extracción de las muestras 

Para cada réplica de muestra de raíz, se añadieron 500 μL de metanol al 70% 

suplementado con biochanina A a 1 mg/L (patrón interno, IS) a 5 mg de tejido vegetal 

liofilizado en polvo. Después de 10 min de ultrasonidos, las muestras se centrifugaron a 

9.450 g durante 10 min a 4°C. Antes del análisis de espectrometría de masas UPLC-

QTOF-MS (Ultra-high Performance Liquid Chromatography-Quadrupole Time-of-Flight 

Mass Spectrometry), los sobrenadantes se filtraron a través de filtros de jeringa de 

pluritetrafluoruroetileno (PTFE) de 0,2 μm (Whatman International Inc., Maidstone, 

Reino Unido). Los análisis se llevaron a cabo siguiendo la metodología del metabolito 

polar que se describe a continuación. 

Las muestras de semillas se pesaron (50 mg) y se trituraron usando un molino de 

bolas y perlas de vidrio. La pasta oleosa resultante se mezcló con 300 μL de metanol puro 

(grado cromatografía de líquidos con espectrómetro de masas o LC/MS) complementado 

con la isoflavona biochanina A a 1 mg/L. La extracción se llevó a cabo esencialmente 

como en las muestras de raíz, pero los extractos metanólicos se combinaron con 400 μL 

de agua MQ y 200 μL de cloroformo. La capa superior de agua se recuperó para los 

análisis de metabolitos polares, mientras que la capa orgánica inferior se secó al vacío y 
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posteriormente se reconstituyó en n-butanol puro (grado LC/MS) para análisis de 

metabolitos no polares. 

15.2.- Instrumentación y condiciones 

Las separaciones cromatográficas se realizaron en un sistema Acquity SDS (Waters 

Corp. Ltd., Milford, USA) interconectado a un QTOF Premier de Micromass Ltd (UK) a 

través de una fuente de ESI. Para todas las separaciones, se usó una columna Luna Omega 

1.6u Polar C18 de 100 mm x 2,1 mm i.d., 1,6 μm (USA). Durante la adquisición de datos, 

la columna se mantuvo a 40ºC y las muestras a 12ºC para frenar la degradación. 

15.2.1.- Análisis de metabolitos polares  

Las muestras se inyectaron en el sistema UPLC en alícuotas de 10 μL usando la 

opción de llenado de bucle parcial. El programa de elución en gradiente usado fue 0-2 

min, 95% de solvente isocrático A [agua con 0.1% de ácido fórmico (v/v)] y 5% de 

solvente isocrático B [acetonitrilo con 0.1% de ácido fórmico (v/v)]; 2-17 min, gradiente 

5-95% de B; 17-20 min, regreso a las condiciones iniciales; 20-25 min, período de 

reequilibrio. Durante la adquisición de las muestras, la velocidad de flujo fue constante a 

300 μL/min. 

15.2.2.- Análisis de metabolitos no polares  

Las muestras se inyectaron en el sistema UPLC en alícuotas de 5 μL utilizando la 

opción de llenado parcial de bucle. El programa de elución en gradiente fue 0 min, 100% 

de A [agua: ácido acetonitrilo, 15:85 (v / v) con ácido fórmico al 0,01% y CH3COONH4 

0,5 mM] y 0% de B [n-butanol con ácido fórmico al 0,01% y 0,5 mM CH3COONH4]; 0-

3 min, 0-10% de B; 3-6 min, gradiente 10-55% de B; 6-9 min, gradiente 55-60% de B; 9-

11 min, gradiente 60-70% de B; 11-13 retorno a las condiciones iniciales; y reequilibrio. 

Durante la adquisición, la velocidad de flujo fue constante a 300 μL/min. 

15.2.3.- Espectrometría de masas  

Las muestras se analizaron en modos de ionización tanto negativos como positivos. 

Se establecieron dos funciones en el instrumento: en la función 1, se adquirieron datos en 

el modo de perfil de 50 a 1.000 Da, utilizando un tiempo de exploración de 0,2 seg y una 

energía de colisión de 2 eV; en la función 2, el rango de exploración fue el mismo, pero 

se estableció una rampa de colisión entre 4 y 65 eV. Durante todas las mediciones, el 

voltaje capilar de electrospray se ajustó a 4 kV, y el voltaje del cono se ajustó a 25 V. La 
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temperatura de la fuente se mantuvo a 120°C, y la temperatura del gas de desolvatación 

se ajustó a 350°C. Se usó argón como gas de colisión y se usó nitrógeno como 

nebulizador, así como gas de desolvatación a 60 y 800 L/h, respectivamente. Se 

proporcionaron mediciones de masa exactas controlando el compuesto de referencia 

leucina-encefalina usado para la calibración lock mass.  

15.2.4.- Procesamiento de datos  

Los datos se procesaron utilizando Masslynx v.4.1. Raw. Los archivos de datos se 

convirtieron al formato netCDF utilizando el puente de datos de la aplicación de Masslynx 

y se procesaron utilizando el paquete xcms. La detección cromatográfica de picos se 

realizó utilizando el algoritmo MatchFilter 9, aplicando las siguientes configuraciones de 

parámetros: snr = 3, fwhm = 15 s, step = 0.01 D, mzdiff = 0.1 D, y profmethod = bin. La 

corrección del tiempo de retención se logró en tres iteracciones aplicando los parámetros 

minfrac = 1, bw = 30 s, mzwid = 0.05 D, span = 1, y missing = extra = 1 para la primera 

iteración; minfrac = 1, bw = 10 s, mzwid = 0.05 D, span = 0.6, y missing = extra = 0 para 

la segunda iteración; y minfrac = 1, bw = 5 s, mzwid = 0.05 D, span = 0.5, y missing = 

extra = 0 para la tercera iteración. Después de la agrupación máxima final (minfrac = 1, 

bw = 5 s) y el llenado de las características faltantes utilizando la rutina fillPeaks del 

paquete xcms, se obtuvo una matriz de datos que consiste en la característica × muestra.  

 

16.- ANÁLISIS Y PRESENTACIÓN DE DATOS 

Las representaciones gráficas se han realizado con el programa Microsoft Excel XP 

para hojas de cálculo y realización de gráficas.  

A lo largo de toda la memoria, las referencias en el texto se ordenan 

cronológicamente, siguiéndose un orden alfabético para autores de artículos publicados 

en el mismo año.  

En la escritura se ha procurado seguir las normas gramaticales del Diccionario de la 

Real Academia de la Lengua Española [Vigésimo segunda edición (2001), Espasa Calpe, 

Madrid] y el Vocabulario Científico y Técnico de la Real Academia de las Ciencias 

Exactas, Físicas y Naturales [Tercera edición (1996), Espasa Calpe, Madrid].  
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Las abreviaturas empleadas en esta memoria para referirse a unidades de medida se 

corresponden con las del Sistema Internacional. Se ha procurado aplicar la normativa de 

la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) en lo referente a la 

formulación química y a las denominaciones de los compuestos empleados en este 

trabajo. 

El análisis estadístico de los datos obtenidos en los ensayos fue realizado mediante 

el programa informático Statistix 8.0. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

CAPÍTULO I 

Papel del ácido salicílico en la 

interacción entre el hongo beneficioso 

Trichoderma harzianum y la planta 

modelo Arabidopsis thaliana 



 



INTRODUCCIÓN – CAPÍTULO I 

________________________________________________________________________________ 

- 59 - 

INTRODUCCIÓN 

 

1.- ARABIDOPSIS COMO PLANTA MODELO 

A. thaliana es una planta herbácea de pequeño tamaño, perteneciente a la familia 

Brassicaceae (crucíferas), siendo la principal planta modelo en investigación sobre biología 

molecular, genética y fisiología vegetal. Su tamaño es de aproximadamente 10-30 cm, con 

hojas basales formando una roseta alrededor del tallo y pequeñas hojas aisladas a lo largo 

del mismo. Las inflorescencias se acumulan en racimos al final de los tallos, de las cuales 

saldrán flores hermafroditas con cuatro pétalos en forma de cruz. Los frutos están 

conformados por silicuas tabicadas donde se acumulan las semillas ovoideas (0,5 mm de 

diámetro) en hileras. En la naturaleza puede encontrarse a lo largo de todo el hemisferio 

norte (Koorneef & Scheres, 2001; Haughn & Kunst, 2010; Sivasubramanian et al., 2015). 

1.1.- Ciclo de vida 

Aunque es arriesgado generalizar en este sentido, pues todo va a depender del genotipo 

de la planta y de las condiciones en las que se esté desarrollando, se puede decir que la planta 

comienza la formación de los primordios florales dos semanas después del inicio de la 

germinación, la fecundación tiene lugar una semana después, y para la recogida de las 

semillas deben transcurrir otras 2-3 semanas. La progenie producida por la planta es el 

resultado, casi exclusivamente, de un proceso de autopolinización (Koornneef & Scheres, 

2001; Haughn & Kunst, 2010; Sivasubramanian et al., 2015). 

En condiciones de laboratorio, se llegan a obtener hasta 6 generaciones al año, aunque 

en la naturaleza se dé solo una, floreciendo entre primavera y verano, y siendo necesario un 

periodo de latencia en las semillas que impide el desarrollo de más generaciones anuales. Su 

distribución geográfica de forma natural, con respecto a los genotipos, es bastante localizada, 

pues no existe un proceso activo de dispersión de semillas, y la nueva progenie suele 

germinar a los pies de su madre (Koornneef & Scheres, 2001; Haughn & Kunst, 2010; 

Sivasubramanian et al., 2015). 

1.2.-Características genéticas 

El genoma de arabidopsis es de aproximadamente 130 Mpb, organizadas en cinco 

cromosomas y con un número total de genes alrededor de 25.000 (Koornneef & Scheres, 

2001; Sivasubramanian et al., 2015). 
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1.3.- Su elección como planta modelo 

La primera referencia de arabidopsis como planta modelo se debe a Fiedrich Laibach en 

1943, debido a las facilidades de esta planta para el análisis genético, al tener un tamaño de 

genoma pequeño y un ciclo de vida corto. A pesar de ello, no se hizo popular 

inmediatamente, pues presentaba enormes inconvenientes para la época, como el pequeño 

tamaño de sus cromosomas que impedía el estudio citológico, la dificultad de regeneración 

de plantas completas a partir de cultivos celulares, y su falta de interés comercial (Haughn 

& Kunst, 2010; Sivasubramanian et al., 2015). 

No fue hasta principios de la década de 1980, cuando se lograron tres avances 

importantísimos que impulsarían totalmente la utilización en ciencia de esta planta. Se logró 

identificar por mutación y mapeo, gran cantidad de genes en los cromosomas de la planta, 

que simultáneamente con el descubrimiento de la importancia del análisis genético, 

permitieron caracterizar importantes procesos bioquímicos. Por último, se determinó que la 

cantidad de ADN presente en el genoma de arabidopsis era la más pequeña encontrada en 

cualquier planta de semilla descrita hasta el momento. En las siguientes tres décadas, 

numerosos investigadores de todo el mundo centraron sus estudios en esta planta, logrando 

un enorme aumento en el conocimiento científico vegetal (Haughn & Kunst, 2010; 

Sivasubramanian et al., 2015). 

Por lo tanto, la elección de A. thaliana como planta modelo en biología vegetal se basa 

en siete características principales: su pequeño tamaño y fácil manejo, su corto tiempo de 

generación, su autopolinización y número de semillas producidas (>1000 semillas por 

planta), su pequeño genoma y su número reducido de cromosomas (Haughn & Kunst, 2010; 

Sivasubramanian et al., 2015). 

1.4.- Transformación génica y hallazgos importantes 

Arabidopsis puede ser transformada fácilmente utilizando la bacteria A. tumefaciens y 

su ADN de transferencia (T-DNA). En un principio, la metodología de transformación más 

ampliamente utilizada y desarrollada fue el cultivo de tejidos in vitro, pero se reemplazó de 

forma muy exitosa por el sistema de agro-infiltración. En esta técnica, se pone en contacto a 

las bacterias, con el gen de interés integrado, con los primordios florales en formación, 

siendo la bacteria capaz de infectar las células que darán lugar a los gametos formadores de 

las semillas. Las semillas quedan transformadas con el gen de interés y son fácilmente 

seleccionadas en forma de plántulas, mediante marcadores de resistencia o fenotípicos 
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diferenciables (Koornneef & Scheres, 2001; Haughn & Kunst, 2010; Sivasubramanian et al., 

2015). 

El estudio génico mediante la creación de mutantes en arabidopsis ha llevado al 

desarrollo de numerosas e importantísimas ideas en lo que al mundo vegetal se refiere, como 

son los sistemas de floración, crecimiento radicular, formación de tricomas, fotorrespiración, 

síntesis de pared celular, síntesis lipídica, biosíntesis y modo de acción de fitohormonas, 

fotorrecepción, etc. (Koorneef & Scheres, 2001; Sivasubramanian et al., 2015). 

Por lo tanto, la investigación con arabidopsis ha sido una importantísima fuente de 

conocimiento en el estudio de la biología vegetal, habiendo desarrollado y estando en 

continua promoción de gran cantidad de datos e información presentes en tres principales 

plataformas online, aunque hay muchas más (Haughn & Kunst, 2010; Sivasubramanian et 

al., 2015):  

 TAIR (The Arabidopsis Information Resource; http://www.arabidopsis.org) 

Base de datos con el genoma completo de la planta, información respecto a genes, 

proteínas, metabolismo, mapas genómicos, marcadores genéticos, publicaciones, 

mutantes, stocks de semillas, etc. 

 SIGnAL (Salk Institute Genomic Analysis Laboratory; http://signal.salk.edu/) 

Plataforma basada en la visualización de datos génicos, polimorfismos, expresión por 

microarrays, líneas insercionales, metilación, etc. 

 NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre; http://arabidopsis.info/) 

Base de datos europea de información sobre arabidopsis, así como centro de 

distribución de semillas. 

Por otro lado, A. thaliana también es una planta modelo para estudios de interacción 

con el medio circundante. Esto incluye la respuesta frente a estreses de tipo abiótico o el 

ataque producido por diferentes patógenos y plagas (Sivasubramanian et al., 2015; Andargie 

& Lie, 2016; Wang et al., 2016). 
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http://arabidopsis.info/
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2.- COLONIZACIÓN RADICULAR POR Tricoderma sp. 

Como se ha comentado anteriormente, la interacción del hongo Trichoderma con las 

raíces de plantas provoca en éstas una serie de cambios metabólicos que estimularán el 

crecimiento y desarrollo, las defensas frente a patógenos y la tolerancia a estreses abióticos 

(Harman et al., 2004; Shoresh et al., 2010; Hermosa et al., 2012). La penetración de las hifas 

del hongo en la raíz alcanza únicamente las capas externas sin llegar a colonizar el haz 

vascular. Además de la única presencia del hongo en la epidermis, cabe destacar que la 

penetración se limita al apoplasto, como consecuencia de la deposición de lignina y/o de 

glucano (Yedidia et al., 1999; Yedidia et al., 2000; Chacón et al., 2007; Velázquez-Robledo 

et al., 2011) (Figura 1.1). 

 

Figura 1.1: Vista a microscopio confocal de la colonización de raíces de tomate por T. 

harzianum GFP22. La fluorescencia en verde causada por la expresión de GFP indica la presencia 

del hongo, mientras que la fluorescencia roja causada por el yoduro de propidio muestra las células 

vegetales. (A) Las hifas han entrado en las raíces y colonizado el espacio intercelular de la epidermis 

10 h después de la inoculación del hongo en plantas de 3 semanas. (B) Las hifas han crecido entre 

las células de la epidermis y están rodeadas por paredes celulares de la planta. (C) En algunos casos, 

las hifas mostraban en su extremo una punta hinchada, que fue identificada como una vesícula no 

septada. (D) Tras 24 h de la inoculación se observa una amplia colonización de la superficie de la 

raíz por parte del hongo. Extraído de Chacón et al. (2007). 

El reconocimiento entre la planta y sus invasores implica numerosas respuestas 

moleculares. Un estudio pionero demostró que la colonización de la raíz por parte de 

Trichoderma iba acompañada de la elicitación de respuestas sistémicas (de Meyer et al., 

1998); posteriormente estas respuestas se relacionaron con la inducción de genes de defensa 

a través de las rutas del ácido jasmónico (JA) y del etileno (ET) (Yedidia et al., 2001; Shoresh 

et al., 2005; Korolev et al., 2008). Numerosos estudios han puesto de manifiesto que este 



INTRODUCCIÓN – CAPÍTULO I 

________________________________________________________________________________ 

- 63 - 

hongo beneficioso es capaz de activar las defensas tanto a nivel local (Brotman et al., 2008) 

como sistémico (Van Wees et al., 2008; Morán-Diez et al., 2009; Soresh et al., 2010), incluso 

durante periodos de tiempo relativamente largos (Tucci et al., 2011), lo que sugiere que se 

puede producir tanto un retraso como un solapamiento en la expresión de genes relacionados 

con las diferentes rutas defensivas de la planta (Salas-Marina et al., 2011), que adoptan una 

dinámica ondulante de respuesta a los estímulos de Trichoderma (Rubio et al., 2014). Por 

tanto, parece que Trichoderma sería percibido como hostil por parte de la planta y la 

activación de las defensas limitaría la penetración del hongo a las capas celulares más 

externas de la raíz. Estudios transcriptómicos han demostrado que durante las primeras horas 

de interacción entre el hongo y la planta se produce una amplia reprogramación genética, 

precedida por un descenso transitorio de la respuesta inmune de la planta, lo que 

probablemente permite la colonización de la raíz (Morán-Diez et al., 2012; Brotman et al., 

2013) (Figuras 1.2 y 1.3). 

 

Figura 1.2: RT-PCR cuantitativa de los genes citocromo p450, RAB18, RD29, un transportador 

ABC, una IAA amidasa, SEN1 y PR-1, en plantas de arabidopsis, 24 horas tras a inoculación 

con la cepa T34 de T. harzianum. Los valores corresponden con las medidas relativas frente 

arabidopsis no inoculada con T34 (2-ΔΔCT=1). El gen de la actina de arabidospsis se usó como gen de 

referencia interno. Las barras representan desviaciones estándar de la media de los valores de tres 

réplicas biológicas. Extraído de Morán-Diez et al. (2012). 
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Figura 1.3: RT-PCR cuantitativa del gen PR1 en raíces de arabidopsis inoculadas con la cepa 

T34 de T. harzianum (T) o no (C). El ARN fue extraído de plantas 6 horas tras la inoculación. El 

gen de la actina de arabidospsis fue utilizado como gen de referencia interno. Las barras representan 

desviaciones estándar de la media de los valores de tres réplicas biológicas. Extraído de Morán-Diez 

et al. (2012). 

 

3.- EL ÁCIDO SALICÍLICO (SA) 

Las plantas deben responder y combatir frente a una gran variedad de estreses presentes 

en su medio circundante, muchos de los cuales amenazan a menudo su vida. Para ese fin, 

están equipadas naturalmente con sistemas de percepción, tolerancia, defensa y adaptación 

frente a estreses bióticos y abióticos, que conllevan cambios transcriptómicos, celulares y 

fisiológicos (Gehrmann, 2013; Kawano et al., 2013; Sánchez et al., 2013).  

El ácido salicílico (SA) es una fitohormona implicada en la resistencia vegetal frente a 

diferentes organismos, tanto a nivel sistémico como local, así como en la respuesta frente a 

estreses abióticos, en crecimiento y en desarrollo (Bandurska, 2013; Yusuf et al., 2013; 

Tanaka et al., 2014; Klessig et al., 2016). Tanto la producción de SA como su modo de 

acción están ampliamente controlados por múltiples reguladores positivos y negativos (An 

& Mou, 2011; Tounekti et al., 2013; Seyfferth & Tsuda, 2014; Klessig, 2017).  

El nombre de esta fitohormona proviene del sauce (Salix helix), árbol de cuya corteza 

se obtenía SA para la fabricación de fármacos antiinflamatorios naturales, hasta el siglo XIX, 

cuando Bayer Company (1899) sintetiza el ácido acetilsalicílico o aspirina, como agente 

antiinflamatorio (Bandurska, 2013; Kawano et al., 2013; Klessig et al., 2016). Su 

descubrimiento se le otorga a Hipócrates en el siglo IV a.C., quien lo prescribía como un 
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aliviador del dolor durante el parto (Sahu, 2013). En 1928, Johann Buchner aísla de la corteza 

del sauce un compuesto que denomina salicina o alcohol salicílico glucósido, molécula que 

más tarde se renombrará como ácido salicílico por Rafaele Piria en 1938 (Bandurska, 2013; 

Sahv, 2013; Yusuf et al., 2013). Pero no es hasta 1979 cuando se relacionan los salicilatos 

con las enfermedades de las plantas, demostrando como la aplicación foliar de la aspirina 

era eficaz contra el virus del mosaico del tabaco al inducir resistencia en dichas plantas 

(White, 1979; Sánchez et al., 2013). 

El SA, químicamente conocido como ácido 2-hidroxi-benzoico (Figura 1.4), es un 

compuesto fenólico formado por un anillo aromático con un grupo hidroxilo (Sahu, 2013; 

Tounekti et al., 2013; Yusuf et al., 2013; Seyfferth & Tsuda, 2014).  

 

Figura 1.4: Estructura química del ácido salicílico. Extraído de Sahu (2013). 

 

3.1.- Biosíntesis 

El SA es sintetizado por las plantas a través de dos rutas diferentes, separadas 

físicamente, que emplean, además, distintos precursores: la ruta de la fenilalanina amonio 

liasa (PAL), enzima que actúa sobre la fenilalanina (Phe), que comienza en el citoplasma; y 

la ruta del isocorismato (IC), que actúa a nivel de cloroplasto. Ambas rutas provienen en 

primer término del corismato, un producto generado en la ruta del shikimato, siendo este 

último un derivado del 3-deshidroshikimato, el cual proviene de un fosfoenolpiruvato 

producido en el ciclo de la glucólisis (Figura 1.5) (Sahu, 2013; Tounekti et al., 2013; Ding, 

2014; Xu, 2015; Muthulakshmi & Lingakumar, 2017). 

3.1.1.- Ruta PAL 

Según han desvelado varios estudios de radiomarcaje, el SA se sintetizaría a través de 

esta ruta transformando la Phe en ácido trans-cinámico (t-CA) gracias a la acción de la 

enzima PAL, siendo este último posteriormente modificado para formar los ácidos benzoico 
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(BA) y orto-cumárico. A partir de estos dos últimos compuestos se sintetizaría el SA de 

forma totalmente independiente en cada caso. Por otro lado, disponer de Phe como 

compuesto inicial requiere la acción de la enzima corismato mutasa (CM), que transforma 

el corismato en Phe (Davies, 2010; An & Mou, 2011; Tounekti et al., 2013; Ding, 2014; Liu 

et al., 2015). 

3.1.2.- Ruta IC 

A través de esta ruta, el SA se sintetiza partiendo del isocorismato resultante de la acción 

de la enzima isocorismato sintasa (ICS) sobre el corismato. Por último, el IC es transformado 

en SA mediante la liberación de piruvato, por la actividad de la enzima isocorismato piruvato 

liasa (IPL) (Bandurska, 2013; Lovelock, 2013; Sánchez et al., 2013; Tounekti et al., 2013; 

Liu et al., 2015). 

 

Figura 1.5: Biosíntesis del SA en plantas. ICS: isocorismato sintasa; CM: corismato mutasa; PAL: 

fenilalanina amonio liasa; IPL: isocorismato piruvato liasa; BA2H: ácido benzoico 2-hidrolasa . 

Adaptado de Tounekti et al. (2013). 
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Como ocurre normalmente al hablar de rutas metabólicas, los compuestos que se van 

formando pueden seguir dentro de la misma ruta o pasar a otras distintas para llegar a formar 

compuestos de diferente índole. En este sentido, las rutas de síntesis del SA tienen relación 

con otras muy diferentes, como la síntesis de lignina o la ruta de las auxinas (Figura 1.6) 

(Lovelock, 2013; Sánchez et al., 2013). 

 

Figura 1.6: Relación de las rutas biosintéticas del SA con otras rutas anabólicas. Extraído de 

Lovelock (2013). 

 

La síntesis del SA es un proceso muy regulado, ya que un exceso en su acumulación 

puede llegar a ser muy perjudicial para las plantas, y, en el caso de la ruta IC, la regulación 

transcripcional por señal de calcio de la ICS es clave (Figura 1.7). La concentración de iones 

calcio (Ca2+) en el citosol celular va aumentando transitoriamente a través de canales de 

membrana según se van activando los receptores inmunes de percepción de patógeno. Este 

aumento en los niveles de calcio es recogido por proteínas sensibles al mismo, tales como 

calmodulina (CaM) y proteínas kinasas dependientes de Ca2+ (CDPKs). La CaM se ligará a 

factores de transcripción de unión a CaM, como la proteína de unión a CaM 60g (CBP60g) 

y su homólogo, el deficiente de resistencia adquirida 1 (SARD1), los cuales van a controlar 

la transcripción de la ICS1. Por otro lado, la CaM también se une a un factor de transcripción 

de ICS1 negativo, con el fin de evitar que la síntesis de SA se dispare de forma incontrolada. 

Del mismo modo, las CDPKs provocarán fosforilación de los factores de transcripción 

WRKY, activando la transcripción de la ICS1. Además, la acumulación celular de Ca2+ va a 

afectar el mantenimiento de unos niveles correctos de SA mediante la regulación 
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transcripcional del gen del aumento de la susceptibilidad a la enfermedad (EDS1), que 

codifica para un regulador del bucle de retroalimentación positiva de la acumulación de SA. 

Este gen es reprimido gracias al activador transcripcional 3 de unión a CaM (CAMTA3), 

también conocido como gen de respuesta a la señal 1 (SR1) (Li, 2014; Seyfferth & Tsuda, 

2014; Vidhyasekaran, 2015; Xu, 2015, Verma et al., 2016). 

 

Figura 1.7: Regulación de la acumulación de SA celular por señal de calcio. Extraído de 

Seyfferth & Tsuda (2014). 

 

Tras su síntesis, el SA normalmente se conjuga con glucosa y/o grupos metilo (Figura 

1.8). La conjugación con glucosa en su grupo hidroxilo dará como resultado la formación de 

SA O-β-glucósido (SAG), mientras que si tiene lugar en un grupo carboxilo pasará a formar 

éster de saliciloil glucosa (SGE). Esta reacción es catalizada por la SA glucosiltransferasa 

(SAGT) citosólica, inducida por el ataque de patógenos. Los glucósidos de SA resultantes 

quedan almacenados en vacuolas de forma inactiva, a la espera de que la célula necesite la 

liberación del SA para transmitir una señal. Por otro lado, el SA puede ser metilado en un 

grupo carboxílico, formando el metil salicilato (MeSA), el cual actúa como una importante 

señal a larga distancia en la resistencia sistémica adquirida (SAR). Además, el MeSA puede 

ser glucosilado para ser almacenado como metil salicilato O-β-glucósido (MeSAG) (Davies, 

2010; Sahu, 2013; Thompson et al., 2017). 
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Figura 1.8: Estructura del SA y sus derivados. SAG: SA O-β-glucósido; SGE: éster de saliciloil 

glucosa; MeSA: metil salicilato; MeSAG: metil salicilato O-β-glucósido; SAGT: SA 

glucosiltransferasa; SAMT: SA metiltransferasa; SABP2: proteína 2 de unión a SA; MES: éster 

metílico. Extraído de Lovelock (2013). 

 

3.2.- Modo de acción 

La identificación del receptor/es de SA ha sido uno de los mayores intereses científicos 

en este campo de investigación en las últimas dos décadas. La posibilidad de que exista más 

de un receptor para el SA se basa en las diversas funciones que puede tener esta fitohormona 

en respuesta a los estreses medioambientales. Se han descrito tres miembros dentro de la 

familia de los genes no expresivos relacionados con patogénesis (NPR) (NPR1, NPR3 y 

NPR4) como posibles receptores del SA en A. thaliana (Ding, 2014; Seyfferth & Tsuda, 

2014; Liu et al., 2015; Klessig et al., 2016; Verma et al., 2016). 

NPR1 es el principal regulador transcripcional mediado por SA, funcionando como un 

coactivador. Es más, mutantes en NPR1 pierden totalmente la capacidad de responder a la 

presencia de SA, resultando dichas plantas enormemente afectadas por patógenos 

(hemi)biotrofos. Para que ocurra la percepción del SA por NPR1 tiene que suceder un 

cambio estructural en esta proteína que permite la unión del SA (modificación redox) en 

unos aminoácidos residuales Cys521/529 junto con un ión cobre (Cu2+) (Figura 1.9). Pero los 
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residuos Cys521/529 no se encuentran conservados en todas las especies de plantas, por lo que 

se han descrito dos homólogos de NPR1 como posibles receptores de SA (An & Mou, 2011; 

Ding, 2014; Seyfferth & Tsuda, 2014; Herrera-Vásquez et al., 2015). 

 

Figura 1.9: Percepción del SA por NPR1. Extraído de Seyfferth & Tsuda (2014). 

 

Aunque NPR3 y NPR4 pueden funcionar como posibles receptores de SA y activadores 

de las respuestas defensivas en plantas, su papel en arabidopsis se basa de una forma más 

íntima en la regulación de la acumulación de NPR1 (Figura 1.10). En ausencia de SA, NPR1 

es degradado vía el proteosoma 26S, y cuando el SA aumenta en respuesta al ataque de un 

patógeno, NPR1 es estabilizado. Sin embargo, la inducción de genes de respuesta al SA 

requiere también de un nivel apropiado de NPR1, por lo que la regulación de la cantidad de 

esta proteína es clave para la defensa mediada por SA. En este sentido, NPR3 y NPR4 

interaccionan con NPR1 y son fundamentales para su degradación, siendo que NPR3 induce 

la degradación de NPR1 con elevados niveles de SA y NPR4 con bajos niveles de SA. Así, 

unos niveles aceptables de NPR1 sólo estarán presentes bajo cantidades intermedias de SA 

(Furniss & Spoel, 2014; Seyfferth & Tsuda, 2014; Herrera-Vásquez et al., 2015). 

 

Figura 1.10: Regulación de la acumulación de NPR1 mediada por SA sobre NPR3 y NPR4. 

Extraído de Seyfferth & Tsuda (2014). 

 

La acumulación nuclear de NPR1 en respuesta a una determinada concentración de SA 

no es suficiente para provocar los cambios transcripcionales necesarios para la expresión del 
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gen 1 relacionado con la patogénesis (PR1), sino que a este nivel se requiere, de nuevo, la 

presencia de SA (Figura 1.11). Al entrar en el núcleo, NPR1 se une a unos factores de 

transcripción con dominios cremallera de leucina básica (bZIP) denominados TGA, por su 

unión específica a palíndromos TGACG, impidiendo la transcripción de PR1; pero a este 

complejo de represión también debe unirse la proteína 1 de interacción con NPR1 (NIMIN1). 

Todo el sistema está controlado por el represor transcripcional TOPLESS o por el complejo 

de la proteína NAC (NAM, ATAF1 y 2, CUC2) de unión a CaM y el supresor inducible 1 

de NPR1 (CBNAC-SSNI1). Una vez el SA produce un cambio conformacional de NPR1, se 

produce la disociación de NIMIN1 y la formación de un complejo activador de la 

transcripción que incluye factores TGA y proteínas reparadoras del ADN, como las 

denominadas SSN2, cáncer de mama 2A (BRCA2) y RAD51, que son particularmente 

requeridas en esta transcripción (Seyfferth & Tsuda, 2014; Herrera-Vásquez et al., 2015; 

Peele, 2015; Verma et al., 2016). 

 

Figura 1.11: Regulación transcripcional de PR1 a través de NPR1 y mediada por SA. Extraído 

de Seyfferth & Tsuda (2014).  

 

3.3.- Papel del SA en la resistencia frente a patógenos 

Debido a su inmovilidad, las plantas han desarrollado mecanismos físicos y químicos 

para defenderse de sus atacantes, como pueden ser cutículas, paredes celulares o diferentes 

compuestos antimicrobianos. Sin embargo, los patógenos pueden ser capaces de sobrepasar 

estas barreras, momento en el que las rutas de señalización se activan, provocando la 

expresión de genes específicos. Debido a que las defensas de la planta son energéticamente 

muy costosas, la selección natural ha favorecido la evolución de mecanismos de defensa 
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inducibles únicamente en presencia de patógeno (Sánchez et al., 2013; Ding, 2014; 

Grabinski, 2014; Taiz et al., 2015; Alharthi, 2016). 

Cuando el patógeno rompe las barreras de defensa exteriores de la planta, es reconocido 

en la superficie de cada célula por receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), que 

detectan epítopos de moléculas microbianas altamente conservadas, conocidas como 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) o a microorganismos (MAMPs), o 

bien oligómeros de la pared celular o fragmentos cuticulares liberados por acción hidrolítica 

de los atacantes sobre los tejidos de la planta, que son conocidos como patrones moleculares 

asociados a daño (DAMPs). La unión de estos epítopos a PRRs dispara una cascada de 

transducción de señales, con activación de proteínas kinasa activadas por mitógeno 

(MAPKs) y la producción de factores transcripcionales con dominios WRKY (se llaman así 

porque tienen una secuencia de aminoácidos WRKYGQK conservada en el extremo N-

terminal), que estimula lo que se conoce como inmunidad provocada por PAMPs (PTI), o 

en su defecto por MAMPs (MTI), incluyéndose en este último término la respuesta a 

DAMPs. Como resultado, se produce la apoptosis de dichas células, basada en la producción 

de especies reactivas de oxígeno (ROS), con el fin de aislar al patógeno entre células 

muertas, evitando el ataque de las células vecinas sanas, asegurando por encima de todo, la 

supervivencia del organismo. Esto es lo que se conoce como respuesta hipersensible (HR), 

la cual provocará la activación de una resistencia adquirida local (LAR) cercana a la lesión 

y de la resistencia sistémica adquirida (SAR) por toda la planta, de larga duración y amplio 

espectro, mediante la expresión de genes relacionados con la defensa (PR), que codifican 

proteínas con actividad antimicrobiana. Tanto la HR como la SAR requieren de SA para 

poder llevarse a cabo, ya que existen hasta 13 conjuntos de proteínas PR inducidas por SA 

(Figura 1.12) (Gangadharan, 2014; Taiz et al., 2015; Burra, 2016; Mahesh et al., 2017; 

Mendoza-Mendoza et al., 2018; Ziemann et al., 2018). 
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Figura 1.12: Modelo de defensa vegetal mediada por SA. Una vez los receptores de 

reconocimiento de patrones (PRRs) detectan un MAMP, comienza la acumulación de SA desde el 

cloroplasto, pudiendo los patógenos liberar efectores (ej. proteínas Hop, Avr) que impiden la 

percepción del patógeno o la síntesis del SA (defensa PTI), produciendo la denominada como 

inmunidad provocada por efector (ETI). Una vez se logra la acumulación celular de SA a los niveles 

necesarios, las proteínas PR se liberan al apoplasto celular, inhibiendo al patógeno. Extraído de 

Palmer et al. (2017). 

 

Por otro lado, la SAR también presenta beneficios transgeneracionales, ya que provoca 

que la “memoria” inmune pueda ser heredada por la progenie. La SAR también se transmite 

a plantas vecinas mediante la molécula volátil MeSA, que se convierte en SA para inducir 

la respuesta defensiva gracias al enzima MeSA esterasa (Figura 1.13) (Kachroo & Robin, 

2013; Ding, 2014). 
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Figura 1.13: SAR mediada por SA. Extraído de Taiz & Zeiger (2010). 

 

3.4.- Papel del SA en la tolerancia frente a estreses abióticos 

Los estreses abióticos han sido reconocidos como las mayores amenazas para la 

producción agrícola en todo el mundo, y la actividad antropogénica agrava año tras año el 

problema, aumentando en los sistemas agrícolas la cantidad de metales pesados, la salinidad, 

el ozono, la radiación ultravioleta B, las temperaturas extremas, la sequía y tanto la 

deficiencia como el exceso de nutrientes. El SA guarda relación con la mejor tolerancia de 

las plantas a este tipo de estreses (Khan et al., 2015; Gray & Shaffer, 2017; Hasanuzzaman 

et al., 2017). 

En el caso de los metales pesados, el SA modula diferentes componentes del sistema 

antioxidante de la planta, secuestrando radicales libres y ROS, además de reducir 

significativamente la peroxidación lipídica en la membrana celular, y es que las plantas 

expuestas a metales pesados generan estrés oxidativo que conduce al daño de la célula (Liu 

et al., 2016; Pan et al., 2017; Lu et al., 2018), algo similar a lo que ocurre frente a la salinidad, 

donde el SA es capaz de aumentar la concentración de compuestos osmorreguladores como 

la prolina, de reducir la peroxidación lipídica y de favorecer la síntesis de proteínas kinasa 

específicas y compartimentalizar compuestos del estrés oxidativo (Amirinejad et al., 2017; 

Asmaa et al., 2017; El-Beltagi et al., 2017; Faghih et al., 2017; Rubio et al., 2017), o la 

sequía, aminorando el estrés oxidativo, además de aumentar la actividad carboxilasa de la 

Rubisco y el contenido total en clorofila y ABA de las hojas (Khan et al., 2015; Sharma et 

al., 2017). 
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3.5.- Relación del SA con otras hormonas 

La resistencia mediada por SA en las plantas es generalmente efectiva contra patógenos 

biotrofos, mientras que la mediada por ácido jasmónico (JA) y etileno (ET) trabaja contra 

patógenos necrotrofos e insectos herbívoros. Existe un antagonismo mutuo entre las señales 

dependientes de SA y de JA/ET.  Las auxinas son fitohormonas que afectan a casi todos los 

aspectos de crecimiento y desarrollo de la planta. Puesto que hay patógenos que manipulan 

la síntesis de auxinas para mejorar su proceso de infección, la presencia de SA inhibe la 

síntesis de esta hormona, pues es una señal de infección.  Algo similar sucede con las 

citoquininas (CKs) (Figura 1.15) (An & Mou, 2011; Sánchez et al., 2013; Tanaka et al., 

2014; Verma et al., 2016). 

El ácido abscísico (ABA) tiene un papel fundamental en las respuestas de la planta frente 

a estreses abióticos, y es por eso que regula negativamente las respuestas de defensa frente 

a patógenos. Las giberelinas (GAs) son hormonas implicadas en el crecimiento y desarrollo 

vegetal que favorecen la resistencia de la planta frente a patógenos biotrofos. Los 

brasinoesteroides (BRs) parece que promueven la resistencia frente a patógenos biotrofos de 

una forma independiente a SA (Figura 1.14) (An & Mou, 2011; Verma et al., 2016). 

 

Figura 1.14: Posible modelo de interacción entre las diferentes rutas de señalización hormonal. 

SA: ácido salicílico; JA: ácido jasmónico; ET: etileno; CKs: citoquininas; GAs: giberelinas; ABA, 

ácido abscísico; BRs: brasinoesteroides. Elaboración propia. 
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3.6.- Papel del SA en la colonización radicular por microorganismos beneficiosos 

Los mecanismos por los que el SA es capaz de activar las defensas a nivel radicular e 

impedir la infección de microorganismos patógenos son bien conocidos, pero el modo en el 

que actúa cuando hablamos de microorganismos beneficiosos está siendo últimamente muy 

revisado. 

De forma similar a lo que ocurre con los fitopatógenos, los microorganismos 

beneficiosos también requieren evadir, al menos parcialmente, las respuestas defensivas de 

las plantas para establecer una asociación mutualista con ellas (Zamioudis & Pieterse, 2012; 

Zebire, 2017). En este sentido, el SA juega un papel fundamental en estas respuestas frente 

a patógenos biotrofos, que viven normalmente en los espacios intercelulares (Glazebrook, 

2005) y, de esta misma forma, se requiere de una acumulación transitoria durante las 

primeras fases de colonización de la raíz por microorganismos mutualistas (Herrera-Medina 

et al., 2003).  

La rizosfera es un lugar repleto de gran cantidad de microorganismos, muchos de los 

cuales no van a ser ni ventajosos ni perjudiciales para las plantas, pero también los hay 

patógenos y beneficiosos. Por lo que se refiere a las bacterias beneficiosas, existe un número 

muy limitado de las mismas en comparación con todo el conjunto bacteriano del suelo, y la 

planta debe elegir de forma muy precisa con cual merece comenzar el proceso de formación 

de los complejos simbióticos. En este sentido, se ha determinado que es el SA la hormona 

responsable de esta selección microbiana, pues mutantes deficientes en dicha hormona no 

llegan a beneficiarse correctamente de las relaciones simbióticas con las bacterias 

beneficiosas presentes (Lebeis et al., 2015). Además, se ha comprobado como las 

rizobacterias requieren de una supresión parcial de las respuestas de la planta al SA para 

poder nodular (Peleg-Grossman et al., 2009; Stacey et al., 2006), aunque puede que sólo en 

nodulaciones de tipo indeterminado el SA juegue un papel importante, y no en las de tipo 

determinado (Van Spronsen et al., 2010).  
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Figura 1.15: Modelo que muestra el papel del SA en la síntesis de compuestos fenólicos como 

resultado de la colonización radicular por hongos micorrícicos arbusculares (AMFs). 

Modificado de Zhu et al. (2015). 

En el caso de los hongos micorrícicos, la aplicación de SA en plantas inoculadas con 

dichos hongos propicia un efecto sinérgico en la tolerancia frente a salinidad, mejorando la 

actividad radicular y su estructura (Ghazanfar et al., 2015). Por otro lado, se ha comprobado 

como la colonización radicular por estos hongos propicia la acumulación local y sistémica 

de compuestos fenólicos de defensa frente a patógenos, respuesta mediada por SA (Figura 

1.15) (Zhu et al., 2015). En contraposición, se ha comprobado que para que ocurra la 

asociación entre micorrizas y plantas se necesita la supresión parcial de las respuestas 

dependientes de SA (Pozo & Azcón-Aguilar, 2007; López-Ráez et al., 2010). Algo similar 

a lo observado durante la interacción beneficiosa entre el hongo endofítico S. indica (o P. 

indica) y arabidopsis (Jacobs et al., 2011). 
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HIPÓTESIS 

 

La interacción entre el hongo beneficioso T. harzianum y la planta implica el 

reconocimiento molecular de los dos individuos a través de la interacción entre diferentes 

rutas de señalización. Este proceso conlleva la capacidad del hongo para adherirse a la raíz 

y penetrar en el interior de sus células, además de ser capaz de resistir el estrés oxidativo y 

la toxicidad de diferentes metabolitos defensivos producidos por la planta en respuesta a esta 

invasión. Los organismos beneficiosos tienen que ser capaces de minimizar la estimulación 

de las respuestas defensivas de las plantas para establecer esta asociación mutualista. Por su 

parte, la planta tiene que reconocer al microorganismo invasor, bien para limitar su 

penetración o bien para permitir esta asociación. Aunque Trichoderma no es un organismo 

patógeno para las plantas, posee MAMPs y libera moléculas efectoras, que, al menos en 

parte, deben ser muy parecidas a las producidas por los microorganismos patógenos, lo que 

explicaría por qué en ambos casos las respuestas iniciales son similares, aunque el resultado 

final sea completamente diferente, provocando en un caso la activación de la respuesta 

inmune de la planta para luchar contra la enfermedad y en el otro la simbiosis. En un análisis 

transcriptómico previo realizado por nuestro grupo de investigación se observó que durante 

las primeras horas de la interacción se produce un descenso en las defensas mediadas por 

SA, que a tiempos más largos se restablece. Estos datos sugieren que esta bajada de defensas 

permitiría y limitaría la penetración de Trichoderma en las capas más externas de la raíz. 

 

OBJETIVOS 

 

1. Analizar el nivel de colonización radicular por parte de T. harzianum en un mutante 

de A. thaliana incapaz de sintetizar SA (sid2). 

2. Determinar respuestas defensivas en la planta que corroboren estos datos de 

colonización, así como la expresión diferencial de varios genes de defensa. 

3. Comprobar desigualdades fenotípicas relacionadas con las posibles diferencias en el 

grado de colonización del ecotipo silvestre y sid2. 
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RESULTADOS 

 

Uno de los principales objetivos de este capítulo es analizar el papel del SA en la 

interacción Trichoderma-raíz y tratar de averiguar por qué el hongo es incapaz de penetrar 

hasta el tejido vascular, limitándose a las capas más externas de la raíz. Para ello, hemos 

utilizado un transformante de T. harzianum que expresa GFP y un mutante de A. thaliana 

(sid2), incapaz de sintetizar SA, debido a un defecto en la enzima isocorismato sintasa 1. La 

observación de la interacción hongo-planta al microscopio confocal, el estudio de la 

acumulación de calosa, así como los cambios en la expresión de diferentes genes 

relacionados con la defensa nos ayudaron a comprender el papel del SA en el proceso. 

 

1.- COLONIZACIÓN DE LA RAÍZ POR T. harzianum 

Los estudios de colonización radicular por parte de T. harzianum se realizaron mediante 

cultivo hidropónico, gracias a una metodología desarrollada en nuestro grupo de 

investigación, tal y como se muestra en el apartado 2.1 de Materiales y Métodos. 

1.1.- Análisis visual por microscopía confocal 

En primer lugar, se observó la colonización radicular por parte del hongo mediante 

microscopía confocal (Figura 1.16), tal y como se describe en el apartado 5 de Materiales y 

Métodos. 
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Figura 1.16: Análisis por microscopía confocal de raíces de A. thaliana, 17 días en cultivo 

hidropónico y 72 h tras la inoculación con T. harzianum GFP22. (A, B y C) Ecotipo Col-0. (D, 

E y F) Mutante sid2 deficiente en SA. (A y D) Microscopía confocal. (B y E) Campo claro. (C y F) 

Ambas microscopías superpuestas. La flecha señala al haz vascular. 

 

Como se observa en la Figura 1.16, después de tres días de interacción, Trichoderma es 

capaz de penetrar en las capas más externas de la raíz de arabidopsis. En el caso del ecotipo 

silvestre (Col-0), Trichoderma ha sufrido cambios morfológicos, pasando a formar 

estructuras levaduriformes, que se quedan en las capas más superficiales de la raíz. Sin 

embargo, en el mutante sid2 de Arabidopsis el hongo es capaz de penetrar en el tejido 

vascular. 

1.2.- Cuantificación de la colonización 

Para analizar con mayor profundidad la colonización de las raíces de Arabidopsis por parte 

de Trichoderma se hicieron ensayos de qPCR, utilizando los genes endógenos de actina 

correspondientes para cada uno de los organismos (Figura 1.17).  
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Figura 1.17: Cuantificación de T. harzianum GFP22 en las raíces de A. thaliana de ecotipo 

silvestre Col-0 y mutante sid2 por qPCR. Las barras representan desviaciones estándar de los 

valores medios de tres repeticiones biológicas. El asterisco indica diferencias significativas mediante 

(p≤ 0.05) entre el ecotipo silvestre y el mutante sid2, según el t-test. 

 

En la figura 1.17, se observa que en el mutante sid2 los niveles de actina de Trichoderma 

son 10 veces más elevados que en el control, lo cual nos indica que hay más colonización, y 

nos sugiere la importancia del SA en este proceso. 

 

2.- RESPUESTA HISTOLÓGICA DE LA PLANTA 

Para tener más información acerca del papel del SA en la colonización, se observó la 

acumulación de calosa, una de las primeras y principales barreras defensivas de la planta, 

tanto en el mutante sid2 como en el ecotipo silvestre después de la interacción con 

Trichoderma, tal cual se describe en el apartado 6 de Materiales y Métodos. 
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Figura 1.18: Localización de calosa en plantas de A. thaliana, 17 días en cultivo hidropónico, 

ecotipo silvestre Col-0 (a: sección transversal; c: sección longitudinal; e: control sin el hongo) 

y mutante sid2 (b: sección transversal; d: sección longitudinal; f: control sin el hongo), después 

de 72 h tras la inoculación con T. harianum GFP22. ep: epidermis; p: parénquima; vt: tejido 

vascular; co: corteza. Barra = 200 μm. 

 

Se observó que mientras en el mutante sid2 la presencia de calosa era prácticamente 

indetectable, en el tipo silvestre podía observarse claramente tanto en células epidérmicas, 

como en la corteza y el haz vascular (Figura 1.18). Estos resultados indican que el proceso 

es dependiente de SA y, por lo tanto, muestran el papel crucial que esta hormona tiene en la 

interacción hongo-raíz. 

 

3.- RESPUESTA GÉNICA DE LA PLANTA 

Una vez observado que T. harzianum era capaz de colonizar el tejido vascular de la raíz 

del mutante sid2 de Arabidopsis, y que el nivel de penetración en las raíces fue 

significativamente mayor en comparación con las plantas del ecotipo silvestre, se analizaron 

en ambas interacciones los niveles de expresión de diferentes genes de defensa relacionados 

con las respuestas a JA o SA (Figura 1.19), como se describe en el apartado 4.6.2 de 

Materiales y Métodos.  



RESULTADOS – CAPÍTULO I 

_______________________________________________________________________________ 

 

- 83 - 

 

Figura 1.19: RT-qPCR de los genes LOX1, PR-1, ICS1 y CALS5 en raíces de arabidopsis Col-0 

y mutante sid2 colonizadas, o no, con T. harzianum GFP22. Los valores corresponden a las 

mediciones relativas frente a arabidopsis sin GFP22 (valor arbitrario = 1). Como gen de referencia 

interna se utilizó el gen de actina de arabidopsis. Las barras representan desviaciones estándar de los 

valores medios de tres repeticiones biológicas. El asterisco indica diferencias significativas (P ≤ 0.05) 

entre el ecotipo silvestre y el mutante sid2. 

 

De esta manera, hemos podido observar (Figura 1.19) que a los 3 días tras la inoculación 

de Col-0 con T. harzianum GFP22 ocurre una activación en las plantas de los genes LOX1, 

PR-1, ICS1 y CALS5, los cuales participan en la biosíntesis de JA, el mecanismo de acción 

del SA, la biosíntesis de SA y, la biosíntesis de calosa, respectivamente. 

En el caso del mutante deficiente en SA, tras la colonización de la raíz por T. harzianum, 

sid2 aumentó de forma más significativa la expresión de los genes LOX1 e ICS1. Dado que 

el mutante sid2 es incapaz de sintetizar SA, el aumento en los niveles de expresión de ICS1 

indican que la planta intenta producir SA en respuesta a la colonización de Trichoderma en 

las raíces, pero finalmente, y debido a la mutación, la proteína correspondiente no se traduce 

y el SA no es producido. Por el contrario, se observó una inhibición en la expresión de PR-

1 y CALS5, ambos, genes de respuesta al SA. 

 

4.- EFECTO DE T. harzianum EN EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE LA 

PLANTA 

Los resultados del ensayo in vivo mostraron claramente que hay diferencias 

significativas entre las plantas de arabidopsis Col-0 y sid2, tratadas o no con el hongo (Figura 

1.20).  
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Figura 1.20: Efecto del tratamiento de plantas de arabidopsis Col-0 y sid2 con T. harzianum 

GFP22, en un ensayo in vivo. Las plantas de arabidopsis se inocularon a los 17 días de estar en 

tierra, con agua (A, Col-0; B, sid2) o con T. harzianum GFP22 (C, Col-0; D, sid2). Las fotografías 

fueron tomadas 7 días tras la inoculación. 

 

La altura de las plantas de Col-0 que habían sido tratadas con T. harzianum GFP22, fue 

10 veces mayor que el de su correspondiente control (6,58 ± 1,2 cm y 0,65 ± 0,19 cm, 

respectivamente). Además, el tratamiento con Trichoderma ejerce un efecto de precocidad 

en las plantas Col-0, acelerando la floración, como puede observarse en la figura 1.20C 

(primordios florales). Por el contrario, el tratamiento del mutante sid2 con T. harzianum 

GFP22 ejerce un efecto perjudicial en la altura de la planta (0,38 ± 0,09 cm y 0,23 ± 0,05 

cm, respectivamente), llegando incluso a producir su muerte. 

Estos resultados también se observaron en cultivo hidropónico (Figuras 1.21 y 1.22). 



RESULTADOS – CAPÍTULO I 

_______________________________________________________________________________ 

 

- 85 - 

 

Figura 1.21: Efecto a nivel de tallos y hojas del tratamiento con T. harzianum GFP22 

en arabidopsis Col-0 (c: plantas no tratadas; d: plantas tratadas) y el mutante sid2 (a: 

plantas no tratadas; b: plantas tratadas) en cultivo hidropónico. Las fotografías fueron 

tomadas 10 días tras la inoculación de las plantas de 14 días de edad. 

 

 

Figura 1.22: Efecto a nivel de radicular del tratamiento con T. harzianum GFP22 en 

arabidopsis Col-0 (c: plantas no tratadas; d: plantas tratadas) y el mutante sid2 (a: 

plantas no tratadas; b: plantas tratadas) en cultivo hidropónico. Las fotografías fueron 

tomadas 10 días tras la inoculación de plantas de 14 días de edad. Las barras representan una 

medida de 0,15 mm. 

Los resultados de los ensayos de cultivo hidropónico revelaron que hubo diferencias 

significativas en los fenotipos de las plantas entre Col-0 y el mutante sid2 cuando se trata 

con T. harzianum GFP22 (Figura 1.21), mientras que estas diferencias no se observaron en 

ausencia del hongo. El tratamiento con GFP22 ejerció un efecto sobre la precocidad del 

desarrollo de las plantas Col-0, en la que se observó un avance en la fase reproductiva en 
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comparación con su correspondiente control. Por el contrario, un efecto perjudicial sobre el 

tamaño de la planta fue provocado por GFP22 en el mutante sid2. Por otro lado, no se 

observaron primordios florales en el mutante tratado con Trichoderma y se redujo 

significativamente el diámetro de la roseta, en comparación con el ecotipo silvestre (1.16 ± 

0.22 y 1,97 ± 0,56 cm, respectivamente). Además, las raíces del mutante sid2 se vieron 

afectadas por el tratamiento con T. harzianum, observándose un marcado grado de pudrición 

de la raíz (Figura 1.22). 

A la vista de los resultados indicados, se decidió realizar un ensayo con cultivos 

hidropónicos, con el fin de saber si, además de penetrar hasta el haz vascular de la planta, 

Trichoderma era capaz de moverse a través de él y llegar a la parte aérea (Figura 1.23), según 

la metodología descrita en el apartado 1.23 de Materiales y Métodos. 

 

Figura 1.23: Detección de T. harzianum en hojas de A. thaliana. A: plantas inoculadas; B: plantas 

sin inocular. Las hojas fueron situadas en placas Petri con medio para crecimiento fúngico (PDA) 

durante 7 días, a 24ºC. 

 

De esta forma se comprobó que T. harzianum es capaz de desplazarse internamente 

desde las raíces hasta las hojas del mutante sid2 (Figura 1.23), demostrando la importancia 

de la hormona SA en la colonización beneficiosa del hongo para la planta. 
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DISCUSIÓN 

 

El establecimiento de asociaciones beneficiosas entre plantas y microorganismos 

requiere el reconocimiento de ambos y un alto grado de coordinación entre ellos. Un estudio 

puso de manifiesto que el micoparasitismo fue el estilo de vida ancestral de Trichoderma 

(Kubicek et al., 2011), aunque posteriormente colonizó las raíces de las plantas terrestres 

(Druzhinina et al., 2011), debido posiblemente a la gran cantidad de hongos fitopatógenos 

susceptibles de ser parasitados, y la variedad de compuestos secretados por las raíces de las 

plantas, como monosacáridos y disacáridos, que permitían su crecimiento en la rizosfera 

(Vargas et al., 2009; Rubio et al., 2012). Por tanto, el proceso de colonización requiere el 

reconocimiento y la capacidad de Trichoderma para adherirse a las raíces, la penetración en 

la planta, y tolerar las condiciones (ej. estrés oxidativo) y los metabolitos tóxicos (ej.: 

fenoles, fitoalexinas) generados por la planta en respuesta a la invasión (Hermosa et al., 

2012; Khaledi & Taheri, 2016).  

Varios trabajos indican que para que se lleve a cabo la interacción Trichoderma-planta, 

es necesario que se produzca una supresión parcial de las defensas (Morán-Díez et al., 2012; 

Brotman et al., 2013), al igual que se ha observado en otras asociaciones beneficiosas entre 

plantas y microorganismos (Herrera-Medina et al., 2003; López-Ráez et al., 2010; Jacobs et 

al., 2011).  

Teniendo en cuenta estos antecedentes, así como resultados previos de nuestro grupo de 

investigación (Morán-Diez et al., 2012), que mostraban que después de la penetración de 

Trichoderma en los tejidos radicales se producía un descenso en los niveles de expresión de 

genes de defensa regulados por SA, tanto a nivel local como sistémico, el objetivo de este 

trabajo ha consistido en profundizar en el papel de esta fitohormona en la interacción 

Trichoderma-planta. Para ello hemos utilizado un transformante de T. harzianum (GFP22) 

que sobreexpresa la proteína verde fluorescente (GFP) y hemos analizado este proceso de 

interacción, en cultivo hidropónico, en plantas de arabidopsis de tipo silvestre (ecotipo Col-

0) y un mutante afectado en la síntesis de SA (sid2); puesto que la ruta PAL es residual en 

arabidopsis (Wildermuth et al., 2001). Como era de esperar, T. harzianum GFP22 fue capaz 

de penetrar en la capa de células más externas de la raíz (epidermis y cortex) (Figura 1.16), 

de manera similar a lo observado en trabajos previos realizados en pepino y tomate (Yedidia 

et al., 1999; Chacón et al., 2007; Velázquez-Robledo et al., 2011), aunque no se observó 
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ningún tipo de colonización en el tejido vascular, detectándose la formación de estructuras 

levaduriformes en las hifas, indicativas de la detención del crecimiento micelar (Chacón et 

al., 2007; Samolski et al., 2012; Ruano-Rosa et al., 2016). Sin embargo, sí que se produjo 

colonización del tejido vascular en el mutante sid2 que, como hemos comentado 

anteriormente, es incapaz de sintetizar SA; dicha invasión masiva de Trichoderma tuvo un 

efecto negativo en el crecimiento de la planta y terminó por colapsarla. Esta diferencia en el 

grado de colonización puede deberse a las diferencias que hemos observado en los niveles 

de deposición de calosa, la primera línea defensiva de la planta (Figura 1.18), lo que sugiere 

el importante papel que juega el SA en el proceso de refuerzo de la pared celular y en la 

limitación de la colonización de Trichoderma a las capas más externas de la raíz. 

Adicionalmente, cuando se utilizó una línea transgénica de arabidopsis que presentaba 

niveles muy elevados de SA endógeno (Alonso-Ramírez et al., 2009), los depósitos de calosa 

eran evidentes incluso en ausencia del hongo (datos no mostrados). De una manera similar, 

se ha descrito que líneas de arabidopsis incapaces de sintetizar o acumular SA presentaban 

niveles muy bajos de calosa, lo que permitía la multiplicación de bacterias patógenas 

(DebRoy et al., 2004). También se ha demostrado que la síntesis de calosa es necesaria para 

incrementar la resistencia de las células vegetales al ataque de patógenos (Ellinger et al., 

2013). Por tanto, parece claro que Trichoderma tiene que evadir las respuestas defensivas de 

la planta durante las primeras fases de la interacción, aunque posteriormente una activación 

de estas defensas limitará el crecimiento de este hongo impidiendo su acceso al sistema 

vascular. Esta hipótesis se ve avalada por el hecho de que el grado de colonización de la raíz 

por este hongo beneficioso es mucho mayor en la línea mutante que en el tipo silvestre, lo 

que apoya el importante papel del SA en esta interacción (Figura 1.17). Nuestro resultado 

coincide con otros trabajos, donde se ha observado un grado de colonización mayor en el 

mutante FMO1 de arabidopsis (afectado en el mecanismo de acción de SA) que en el 

correspondiente tipo silvestre tras la colonización con T. asperelloides (Brotman et al., 

2013), o en diferentes mutantes deficientes en SA tras la colonización con S. indica (Jacobs 

et al., 2011). 

Además de las barreras físicas, como la deposición de calosa, las plantas van a activar 

un complejo sistema inmune regulado por hormonas. Se sabe que Trichoderma es capaz de 

activar las rutas de señalización mediadas por JA/ET de una manera similar a la que 

provocan las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs) (Shoresh et al., 

2010). Aunque se ha descrito que el SA y el JA son hormonas antagónicas (Thaler et al., 
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2012), se ha demostrado que este hongo es capaz también de incrementar la acumulación de 

SA (Velázquez-Robledo et al., 2011), así como de inducir respuestas defensivas en la planta 

dependientes tanto de JA como de SA (Woo et al., 2006; Salas-Marina et al., 2011), dando 

lugar a una respuesta ondulante en la que una y otra fitohormona alternan sus máximos y 

mínimos niveles de expresión (Rubio et al., 2014). En el presente trabajo hemos observado 

que en raíces del tipo silvestre después de 72 h de la inoculación con T. harzianum se induce 

la expresión del gen LOX1, implicado en la biosíntesis de JA, así como del gen PR-1, 

implicado en el mecanismo de acción del SA (Figura 1.19). Aunque hay evidencias de que 

las respuestas defensivas son similares en las hojas y en las raíces (Jacobs et al., 2011), 

también se ha descrito que los patógenos activan respuestas específicas en la raíz (Millet et 

al., 2010), aunque se sabe muy poco sobre las respuestas inmunes en la raíz frente a 

microorganismos beneficiosos (Zamioudis & Pieterse, 2012) y particularmente frente a 

Trichoderma (Brotman et al., 2013). Por tanto, en este trabajo, hemos pretendido conocer 

mejor el papel del SA en las respuestas defensivas locales durante la interacción 

Trichoderma-planta. El incremento significativo en los niveles de expresión del gen LOX1 

inducidos por T. harzianum en el mutante sid2, es coherente con su incapacidad para 

sintetizar SA. Por otra parte, y dado que Trichoderma es capaz también de inducir las 

defensas a través de la ruta del JA (Tucci et al., 2011), el considerable crecimiento del hongo 

que se detecta en el mutante sid2 puede también contribuir al incremento en genes 

implicados en la respuesta a esta hormona. De manera similar, se ha comprobado que se 

produce un incremento en la expresión de este tipo de genes en plantas de arabidopsis 

colonizadas por T. asperelloides (Brotman et al., 2013). También hemos observado que T. 

harzianum induce la acumulación de calosa en raíces de plantas del tipo silvestre, aunque el 

conocimiento sobre este complejo mecanismo de defensa en respuesta al ataque de 

patógenos todavía es muy escaso (Luna et al., 2011). Se sabe que la síntesis de calosa regula 

negativamente la ruta de señalización del SA (Nishimura et al., 2003); sin embargo, tras la 

colonización con T. harzianum hemos observado que después de 72 h de interacción entre 

el hongo y plantas del tipo silvestre se produce una inducción en los niveles de expresión del 

gen CALS5, implicado en la biosíntesis de calosa, al mismo tiempo que se observa un 

incremento en los niveles de expresión de genes relacionados con la biosíntesis (ICS1) y con 

el mecanismo de acción del SA (PR-1). Estos datos sugieren que el SA desempeña un papel 

importante en la acumulación de calosa. 
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La inducción del gen ICS1 en las raíces del mutante sid2 colonizadas por el hongo indica 

que la planta necesitaría producir SA en respuesta a T. harzianum, como ocurre en el ecotipo 

Col-0. Sin embargo, y debido a la inserción de T-DNA en este gen en la línea mutada, la 

proteína correspondiente no sería funcional y, por lo tanto, la fitohormona no se sintetizaría. 

Ha podido observarse como la falta de capacidad defensiva mediada por SA en el 

mutante sid2 ha provocado la aparición de fenotipos aberrantes en el cultivo hidropónico 

(Figura 1.21 y 1.22), junto con la muerte de alguna de las plantas en condiciones de 

invernadero (Figura 1.20). A pesar de ello, otros autores no han observado estos fenotipos 

en el mutante tras ser colonizado por T. hamatum o T. asperellum en tierra (Segarra et al., 

2009; Mathys et al., 2012). Pensamos que estas diferencias fenotípicas podrían deberse al 

cambio a un cultivo hidropónico, puesto que en tierra no siempre se observan los síntomas 

de muerte vegetal. 

Estudios realizados con posterioridad a los mostrados en este capítulo, han llegado a las 

mismas conclusiones, realizando ensayos parecidos, con plantas de tomate (Fiorini et al., 

2016) y con el mismo mutante de arabidopsis, corroborando nuestros resultados (Martínez-

Medina et al., 2017). Además, otros estudios con otros hongos han coincidido en nuestras 

conclusiones, como es el caso del hongo endofítico Clonostachys rosea en tomate y A. 

thaliana (Álvarez-Nordström, 2014) o T. virens, también en maíz (Morán-Díez et al., 2015). 

E incluso se han llegado a describir posibles compuestos liberados por Trichoderma que van 

a activar la defensa mediada por SA e impedir la colonización vascular, como sucede con 

los terpenos trichodermol (Cardoza et al., 2015) y escualeno (Malmierca et al., 2015), 

pudiendo el hongo controlar también la respuesta de las plantas frente a condiciones 

ambientales adversas gracias a esta activación hormonal (Timmusk et al., 2015). 
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INTRODUCCIÓN 

 

1.- EL GEN Thkel1 DE Trichoderma 

El gen Thkel1 de T. harzianum T34 codifica para una proteína con dominios kelch 

[demoninada así porque este tipo de proteínas se descubrió en un mutante de la mosca del 

vinagre conocido como kelch (Xue & Cooley, 1993)], característica exclusiva de eucariotas, 

al igual que las proteínas de unión a mirosinasa (MBPs) (Hermosa et al., 2011a). Esta familia 

de proteínas MBP modifica la hidrólisis de glucosinolatos, lo que conlleva a la formación de 

nitrilos y epitionitrilos en vez de isotiocianatos tóxicos (Wittstock & Burow, 2007), además 

de la formación de complejos con otras β-glucosidasas, desempeñando un papel crucial en 

las respuestas de las plantas a estreses abióticos (Minic, 2008) y bióticos (Grubb et al., 2006). 

En este sentido, se han identificado seis genes en arabidopsis que codifican proteínas con 

dominios kelch (Burow et al., 2009). Por lo tanto, la presencia de estos dominios sugiere que 

el gen Thkel1 podría desempeñar un papel en el sistema glucosidasa-sustrato (Hermosa et 

al., 2011a). 

Las proteínas que contienen dominios kelch tienen funciones en la comunicación y 

morfología celular, la expresión génica, la unión a actina, además de ser susceptibles de 

secuestro por virus después de la infección (Dhanoa et al., 2013; Zhang et al., 2013). Los 

dominios kelch están muy conservados evolutivamente, con 44-56 residuos de aminoácidos 

y cuatro residuos hidrofóbicos seguidos de una glicina y dos aminoácidos aromáticos 

(tirosina y triptófano) (Figura 2.1). Se requiere de cuatro hojas β antiparalelas para formar 

un único motivo de kelch, cuya asociación con otros motivos iguales dará como resultado 

una hélice-β que servirá como andamio para interacciones proteína-proteína (Hassan, et al., 

2015). 

 

Figura 2.1: Un motivo típico de kelch con cuatro hojas , bucles y residuos conservados. 

Extraído de Hassan et al. (2015). 
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En un trabajo previo de nuestro grupo de investigación se analizó la expresión del 

gen Thkel1 de T. harzianum y pudo observarse que los niveles más altos se obtenían a 4ºC y 

con un 10% de NaCl en el medio, mientras que al añadir glucosa, ésta actuaba como represor 

catabólico. Además, se transformaron plantas de A. thaliana con este gen fúngico, 

obteniéndose plantas transgénicas con mayores porcentajes de germinación en presencia de 

NaCl o manitol que en el ecotipo silvestre (Col-0), confirmándose una mayor actividad β-

glucosidasa en las últimas etapas de desarrollo de las plantas que expresaban Thkel1, y una 

mayor tolerancia al estrés salino, demostrativo de una mejor respuesta de la planta frente a 

estreses abióticos (Hermosa et al., 2011a). 

Las β-glucosidasas juegan un papel fundamental en muchos procesos fisiológicos en 

plantas (defensa, síntesis de la cadena de β-glucano, metabolismo de la pared celular, 

lignificación, activación de fitohormonas, metabolismo secundario y maduración del fruto); 

en mamíferos (hidrólisis de glucosilo-ceramidas), causando su déficit en humanos la 

enfermedad de Gaucher; y en microorganismos (hidrólisis de la celulosa y ciclo del 

carbono). El mecanismo de acción de estas enzimas se basa en la ruptura de los enlaces β-

D-glucosídicos presentes en gran cantidad de sustratos muy diferentes, liberando glucosa 

como producto final (Tramontina et al., 2015; Weiss et al., 2015; Adetunji et al., 2017; 

Ahmed et al., 2017; Singhania et al., 2017). 

Investigaciones más recientes han partido de la premisa de que genes que codifican 

proteínas con dominios kelch, como el Thkel1 de T. harzianum, mejoran la tolerancia de las 

plantas frente a estreses abióticos y bióticos, al estar presentes en cepas de Trichoderma con 

las que se inoculan, reduciendo la fitotoxicidad inducida por arsénico (Tripathi et al., 2013), 

los efectos del estrés salino en plántulas de maíz (Fu et al., 2017) o actuando contra 

fitopatógenos del tomate (Rai, 2017). 

 

2.- LA COLZA (B. napus) 

La colza (B. napus) es una planta de la familia de las crucíferas, herbácea y anual, cuyas 

semillas oleaginosas son utilizadas con la finalidad de extraer aceite, por lo que su variedad 

cultivada es la oleifera. Presenta un tallo erecto que puede llegar a alcanzar los 2 m de altura, 

unas hojas superiores acorazonadas y abrazadoras, e inferiores lobuladas y pecioladas, todas 

ellas color verde algo azulado, y una estructura radicular con raíz pivotante y raíces 

secundarias muy ramificadas. Las flores son bisexuales, con 6 estambres, de color amarillo 
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y agrupadas en racimos terminales, y los frutos están formados por silicuas inferiores a los 

10 cm de longitud, con dos suturas y una lámina intermedia de separación, llegando a 

albergar hasta 25 semillas esféricas de hasta 2,5 mm de diámetro y de color negro (de León 

et al., 1978; Provedo & Díez-Antolínez, 2006; Imaz, 2012; Lin et al., 2012; Arrua et al., 

2017). 

El lugar de origen de B. napus no es totalmente certero, pero se considera que se sitúa 

en la Europa mediterránea, hace unos 10.000 años, resultado de varios eventos de 

hibridación independientes entre B. rapa y B. oleracea, dando como resultado un anfiploide 

(Von Mark & Dierig, 2014; Sun et al., 2017). 

El ciclo vegetativo de la colza incluye la nascencia, la formación de la roseta, el 

entallado, la floración, y la formación y maduración del fruto. Su mejor crecimiento ocurre 

por encima de 12ºC y por debajo de 30ºC, siendo su temperatura óptima 21-25ºC. Para su 

cultivo se requieren 325-700 mm de precipitación anual y un pH entre 6,2 y 7,7 (Provedo & 

Díez-Antolínez, 2006; Sun et al., 2017).  

La diferencia principal de la variedad cultivada frente a las silvestres es su bajo 

contenido en ácido erúcico (< 2%) y glucosinolatos (< 30 mmol/g fresco de semilla), que 

impide la utilización del aceite de las otras variedades. Derivado de diversas modificaciones 

conseguidas por mejora genética en este cultivo en Canadá, pasó a denominarse en 1974 

Canola (Canadian Oil Low Acid), momento en el cual su cultivo se extendió por todo el 

mundo (Imaz, 2012; Borpatragohain et al., 2016; Gazzoni & Dall’Agnol, 2016; Tauseef et 

al., 2017) 

2.1.- Producción 

A nivel mundial, el aceite de colza representa el tercer mayor recurso en lo que a aceite 

comestible se refiere (el 15% del total), por detrás de los aceites de soja y palma, siendo el 

segundo en producción de oleaginosas, con 67 millones de toneladas en el año 2016, por 

detrás de la soja con 330 millones de toneladas (Figura 2.2). El ranking de producción 

mundial lo lidera la Unión Europea (UE), con el 26% del cultivo, seguida por China (20,2%), 

India (11,3%), Canadá (9,3%) y Japón (6,6%). De acuerdo con el Consejo de la Canola de 

Canada, se estima que para el año 2025 la demanda mundial de aceite de colza subirá un 

67%, hasta los 250 millones de toneladas (Fu, et al., 2016; MAPAMA, 2017; Tauseef et al., 

2017). 
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Figura 2.2: Producción de oleaginosas en el mundo. Extraído de MAPAMA (2017). 

 

La colza es la oleaginosa más cultivada en la UE, con una superficie en el año 2016 de 

unas 6 millones y medio de hectáreas y una producción de más de 21 millones de toneladas, 

frente a los 4 millones de hectáreas de girasol y 7 millones y medio de toneladas producidas, 

siguiente cultivo en importancia (Figura 2.3) (MAPAMA, 2017). En España, la colza 

comenzó a cultivarse en Andalucía en los años 60, extendiéndose por gran cantidad del 

territorio peninsular, hasta la llegada del “síndrome tóxico” o del “aceite de colza” (1981) 

que lo desprestigió, no recuperándose hasta la década de los 90 (Imaz, 2012). En el año 2015, 

la superficie sembrada de colza en España fue de más de 68 mil hectáreas, con una 

producción de 144 miles de toneladas, muy por debajo de las casi 730 mil hectáreas de 

girasol, con una producción de más de 690 mil toneladas (Figura 2.4). A nivel autonómico, 

la comunidad que más oleaginosas produce es Castilla y León (41%), seguida muy de cerca 

por Andalucía (38%) y mucho más lejos quedan Castilla la Mancha (13%) y Extremadura 

(4%) (Figura 2.5) (MAPAMA, 2017). 
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Figura 2.3: Superficie (en miles de hectáreas) y producción (en miles de toneladas) de 

oleaginosas en la UE. Extraído de MAPAMA (2017). 
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Figura 2.4: Superficie (en miles de hectáreas) y producción (en miles de toneladas) de 

oleaginosas en España. Extraído de MAPAMA (2017). 

 

 

Figura 2.5: Superficie (en miles de hectáreas) y producción (en miles de toneladas) de 

oleaginosas en España, por comunidades autónomas. Extraído de MAPAMA (2017).  
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2.2.- Aceite y otros productos 

Debido al elevado contenido en ácido erúcico de los aceites obtenidos a partir de la colza 

antes de las mejoras realizadas en Canadá, su principal aplicación convencional siempre fue 

como lubricante industrial. Este ácido graso monoinsaturado (22:1 n-9) puede ser perjudicial 

para la salud, al contribuir en la formación de depósitos grasos en el corazón. A nivel 

nutricional, el aceite de colza presenta un predominio en ácidos grasos insaturados como el 

oleico (61%) y poliinsaturados linoleicos (21%) (6% de ácido ω-3 α-linoleico y 15% de 

ácido ω-6 linoleico) y linolénico (11%), a la vez que bajos niveles de ácidos grasos saturados 

como el palmítico (4%). Esto hace que el aceite de colza sea muy sensible a la oxidación y 

sea necesario hidrogenar parte de este aceite, para reducir la producción de olores 

desagradables durante la fritura. Además, su composición por 100 g incluye un aporte de 

884 Kcal, 100 g de lípidos, de los cuales ninguno es colesterol, y 17.46 mg de vitamina E 

(Fu et al., 2016; Gazzoni & Dall’Agnol, 2016; Khansili & Rattu, 2017). 

Por otro lado, este aceite representa una materia prima excelente para la elaboración de 

biodiesel, ya que las semillas de colza contienen hasta un 40% de su peso en contenido 

oleico, produciendo gran cantidad de lípidos por metro cuadrado de terreno. El biodiesel 

obtenido de este aceite tiene un punto de enturbiamiento (indicativo de su tendencia a 

obstruir filtros) y de fluidez (temperatura a la cual el líquido pasa a semisólido) menor que 

el obtenido a partir de aceite de soja, haciéndolo mejor candidato para su uso en regiones 

frías. Sin embargo, un aumento significativo de este aceite para la fabricación de biodiesel 

podría provocar una fuerte presión sobre su demanda alimenticia, aumentando su precio. No 

obstante, las tecnologías industriales de producción de este tipo de combustible están aún en 

desarrollo (Fu et al., 2016). 

La harina obtenida de las semillas, una vez se ha extraído el aceite, representa un 

componente importante en las formulaciones de diferentes piensos, debido a su elevado 

contenido proteico con una composición balanceada de aminoácidos, su contenido de ácidos 

grasos poliinsaturados presentes en los aceites residuales, y su significativa cantidad de 

minerales y vitaminas. A pesar de ello, la inclusión de este tipo de harina en la dieta de 

animales monogástricos presenta algún inconveniente derivado de su alto contenido en 

polisacáridos no digeribles y sustancias no nutritivas, como los glucosinolatos, los fitatos o 

diferentes compuestos fenólicos (Bojanowska, 2017; Le et al., 2017; Mejicanos et al., 2017). 
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HIPÓTESIS 

 

El gen Thkel1 de T. harzianum juega un papel importante en la capacidad del hongo 

para tolerar estreses de carácter abiótico gracias, seguramente, a un aumento en la actividad 

β-glucosidasa. La transformación de plantas de A. thaliana con Thkel1 propició mayor 

tolerancia frente a estrés salino, a la vez que aumentó la actividad de dicha enzima. 

Continuando con la investigación comenzada con A. thaliana, pensamos que estas plantas 

transgénicas tendrán, a su vez, una mayor resistencia frente a estreses bióticos, al estar 

también implicadas las β-glucosidasas. Con las premisas indicadas, nos planteamos la 

posibilidad de obtener las mismas ventajas en un cultivo de interés agronómico como la 

colza (B. napus), planta cercana a arabidopsis, esperando obtener los mismos resultados 

mediante la introducción del gen en su genoma. Además, Thkel1 también podría jugar un 

papel importante en la capacidad de colonización radicular por parte del hongo, al modificar 

la actividad de otras enzimas. 

 

OBJETIVOS 

 

1. Comprobar la capacidad de las plantas de A. thaliana y B. napus transformadas con el 

gen Thkel1 para enfrentarse a estreses abióticos y bióticos. 

2. Determinar qué ventajas le aporta el gen Thkel1 a estas plantas. 

3. Analizar el papel del gen Thkel1 en la capacidad de colonización radicular por parte 

de Trichoderma. 
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RESULTADOS 

1.- PLANTAS DE A. thaliana QUE EXPRESAN EL GEN Thkel1 DE T. harzianum 

Para el estudio de los beneficios que el gen Thkel1 podría aportar a plantas de arabidopsis, 

se utilizó una línea con dos copias del transcrito, que se denominó Kel2. 

1.1.- Productividad de plantas Kel2 en condiciones de invernadero 

La primera característica a evaluar en la línea transgénica de arabidopsis Kel2 fue la 

capacidad para formar silicuas, relacionada con las mejoras que la presencia del gen Thkel1 

puede aportarle a la planta en su crecimiento, desarrollo y productividad de semillas, frente 

al ecotipo silvestre. Las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero según se 

describe en el apartado 2 de Materiales y Métodos. 

 

Figura 2.6: Número de silicuas producidas por planta de arabidopsis. Las silicuas se recogieron 

al final del ciclo de cada planta, Col-0 (COL) o Kel2 (KEL). Los valores representan la media de 15 

plantas, junto con su desviación estándar en forma de barras. Los valores no mostraron diferencias 

significativas entre sí (P < 0,05) según el t-test.  

A la vista de la figura 2.6, queda claro que en condiciones controladas de invernadero no 

existen diferencias significativas entre el ecotipo silvestre Col-0 y la línea transgénica Kel2. 

1.2.- Productividad de plantas Kel2 frente a estrés salino 

El siguiente paso fue evaluar las posibles diferencias que la presencia del gen podría 

aportarle a la línea transgénica en lo referente a la productividad de silicuas en respuesta a 

estrés salino, pues Hermosa et al. (2011a) ya habían observado una mejor respuesta de estas 

plantas en germinación, además de un aumento de su expresión en T. harzianum cuando se 

sometió a este tipo de estrés. El sometimiento de las plantas a estrés salino se llevó a cabo 

como se describe en el apartado 11.1 de Materiales y Métodos. 
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Figura 2.7: Número de silicuas producidas por planta de arabidopsis en presencia de estrés 

salino (NaCl 200 mM). Las silicuas se recogieron al final del ciclo de cada planta, Col-0 (COL) o 

Kel2 (KEL). Los valores representan la media de 15 plantas, junto con su desviación estándar en 

forma de barras. Las diferencias de productividad se evaluaron mediante un análisis t-test, 

identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 

La figura 2.7 muestra que la presencia del gen Thkel1 en arabidopsis proporciona a la 

planta una ventaja competitiva frente al ecotipo silvestre en situación de estrés salino, no sólo 

a nivel de germinación sino también de capacidad formadora de silicuas. 

1.3.- Respuesta de plantas Kel2 frente a estrés biótico 

Con el fin de analizar en plantas Kel2 la capacidad de respuesta frente a estrés biótico, 

por activación de un posible “priming” frente a patógenos, realizamos el análisis de la 

expresión génica, a nivel radicular y foliar, de diferentes genes relacionados con la síntesis y 

respuesta de hormonas vegetales de las dos principales rutas de defensa (SA y JA/ET), junto 

con ensayos de inoculación in vitro del patógeno B. cinerea a nivel foliar. 

1.3.1.- Expresión de genes de defensa en plantas Kel2 

El estudio de expresión de genes marcadores de respuestas de defensa se realizó 

mediante RT-qPCR de ADNc, tal y como se describe en el apartado 4.6.2 de Materiales y 

Métodos, mientras que los genes seleccionados fueron los descritos en el apartado 4.6.3, 

identificándose según las abreviaturas: ICS1 (isocorismato sintasa 1), PR1 (proteína 

relacionada con la patogénesis 1), LOX (lipooxigenasa) y VSP2 (proteína de almacenamiento 

vegetativo). 
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Figura 2.8: Expresión relativa de genes de defensa en raíces de arabidopsis. Las muestras se 

tomaron justo antes de la formación de los primordios florales. Como gen endógeno se utilizó el gen 

de la actina. Las variaciones de expresión se normalizaron respecto del valor obtenido para cada gen 

en el ecotipo silvestre Col-0. Las columnas muestran la media de tres réplicas biológicas 

independientes de Col-0 (COL) o Kel2 (KEL). y las barras su desviación estándar. Las diferencias 

de expresión entre ambos tipos de plantas se evaluaron mediante un análisis t-test, identificando las 

diferencias significativas como * (P < 0,05). 

El análisis de expresión génica a nivel radicular (Figura 2.8) muestra un claro aumento 

en la ruta del SA en Kel2, mientras que con JA ocurre el efecto contrario, con una enorme 

reducción en la expresión de sus genes de síntesis y de respuesta a esta fitohormona. 

 

Figura 2.9: Expresión relativa de genes de defensa en hojas de arabidopsis. Las muestras se 

tomaron justo antes de la formación de los primordios florales. Como gen endógeno se utilizó el gen 

de la actina. Las variaciones de expresión se normalizaron respecto del valor obtenido para cada gen 

en el ecotipo silvestre Col-0. Las columnas muestran la media de tres réplicas biológicas 

independientes de Col-0 (COL) o Kel2 (KEL) y las barras su desviación estándar. Las diferencias de 

expresión entre ambos tipos de plantas se evaluaron mediante un análisis t-test, identificando las 

diferencias significativas como * (P < 0,05). 
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A nivel foliar (Figura 2.9), ambas rutas defensivas se ven activadas en Kel2, tanto a 

nivel de síntesis de fitohormonas como de respuesta a las mismas. 

De forma similar a los análisis anteriores de expresión génica, se llevó a cabo el mismo 

estudio a nivel foliar, cuando las hojas se infectaron con B. cinerea in planta.  

 

Figura 2.10: Expresión relativa de genes de defensa en hojas de arabidopsis. Las muestras se 

tomaron 120 h después de la infección con B. cinerea. Como gen endógeno se utilizó el gen de la 

actina. Las variaciones de expresión fueron normalizadas respecto del valor obtenido para cada gen 

en el ecotipo silvestre Col-0 (COL) o de la línea transgénica Kel2 (KEL). Las columnas muestran la 

media de tres réplicas biológicas independientes y las barras su desviación estándar. Las diferencias 

de expresión entre ambos tipos de plantas infectadas con B. cinerea (COL+B y KEL+B) se evaluaron 

mediante un análisis t-test, identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 

A la vista de la gráfica de expresión (Figura 2.10), la respuesta de plantas Kel2 es mucho 

más eficaz frente al ataque de B. cinerea y, como cabría esperar al tratarse de un patógeno 

necrotrofo, se observó aumento significativo de la expresión de los genes de la ruta 

dependendiente de JA y disminución de la de SA. 

1.3.2.- Patogenicidad in vitro 

Para determinar el efecto que el gen Thkel1 podría tener como activador de las defensas 

frente a patógenos, se realizó una inoculación foliar con B. cinerea in vitro, tal y como se 

describe en el apartado 3.6.1 de Materiales y Métodos. 

A continuación, se muestran los resultados obtenidos a 80 y 130 h después de la 

inoculación, según los porcentajes de los diámetros de cada lesión foliar (Figura 2.11), junto 

con fotografías representativas del ensayo (Figura 2.12).  
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Figura 2.11: Porcentajes de los diámetros de lesión (en mm) provocados por B. cinerea en hojas 

de arabidopsis. A 80 h (izquierda) y 130 h (derecha) después de la inoculación del patógeno. Las 

columnas muestran los porcentajes de los grupos de diámetros de las lesiones de 30 hojas obtenidas 

a partir de 15 réplicas biológicas independientes de plantas Col-0 (COL) y Kel2 (KEL). Las 

diferencias significativas (*) (P < 0,05) se obtuvieron mediante el test no paramétrico de Friedman. 

 

 

Figura 2.12: Lesiones producidas por B. cinerea en hojas de arabidopsis. Fotografías del ecotipo 

silvestre Col-0 (izquierda) y de la línea transgénica Kel2 (derecha), a 80 h (arriba) y 130 h (debajo) 

después de la inoculación. 
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Los datos de medidas de lesiones foliares indican que en el ecotipo silvestre el hongo 

fitopatógeno provoca el daño que cabría esperar, mientras que la presencia del gen Thkel1 

en la planta de arabidopsis reduce significativamente el daño producido por el hongo en las 

hojas. 

1.3.3.- Patogenicidad in planta 

También se realizó la misma infección fúngica in planta, obteniéndose los resultados 

representados en las figuras 2.13 y 2.14, que fueron similares a los del ensayo in vitro. 

 

Figura 2.13: Porcentajes de los diámetros de lesión (en mm) provocados por B. cinerea en hojas 

de arabidopsis. Las columnas muestran los porcentajes de los grupos de diámetros de las lesiones 

de 30 hojas obtenidas a partir de 15 réplicas biológicas independientes, después de 120 h de inocular 

el patógeno. Las diferencias significativas (*) (P < 0,05) se obtuvieron mediante el test no 

paramétrico de Friedman. 

 

Figura 2.14: Lesiones producidas por B. cinerea en hojas de arabidopsis. Hojas del ecotipo 

silvestre Col-0 (izquierda) y de la línea transgénica Kel2 (derecha), 120 h tras la inoculación.  
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1.4.- Interacción con Trichoderma 

Al haber transformado plantas de arabidopsis con un gen de T. harzianum, decidimos 

realizar diferentes ensayos de interacción con el hongo y comprobar las posibles diferencias 

que pudiera haber con el ecotipo silvestre. 

1.4.1.- Colonización radicular in vitro 

Realizamos el estudio de colonización radicular de T. harzianum T34 mediante la 

metodología de cultivo hidropónico in vitro desarrollada en nuestro grupo de investigación, 

tal y como se describe en los apartados 2.1 y 3.4 de Materiales y Métodos, donde también se 

encuentra descrita, en el apartado 4.6.5., la metodología para la cuantificación de la 

colonización.  

 

Figura 2.15: Colonización radicular de plantas de arabidopsis Col-0 y Kel2 por T. harzianum 

T34 en cultivo hidropónico. El ADN del hongo se cuantificó mediante RT-qPCR a partir de muestras 

radiculares, 7 días tras la inoculación con T. harzianum (T), y tomando como referencia la cantidad 

de ADN vegetal (gen de la actina de arabidopsis). Las medidas se referenciaron al valor obtenido para 

el ecotipo silvestre (gen de la actina de Trichoderma), con un valor arbitrario de 1. Las columnas 

muestran la media de tres réplicas biológicas independientes de Col-0 (COL) o Kel2 (KEL) y las 

barras su desviación estándar. Las diferencias de colonización entre ambos tipos de plantas se 

evaluaron mediante un análisis t-test, identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 

En la figura 2.15 se muestra claramente el aumento en la colonización radicular por T. 

harzianum cuando la planta expresa el gen Thkel1, pudiendo ser un gen importante en esta 

interacción.  
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Con el fin de determinar la existencia de posibles respuestas defensivas diferentes en 

ambos tipos de plantas, que expliquen esta diferencia en la colonización radicular, se 

recogieron muestras de raíces en el cultivo hidropónico, a las cuales se les realizó el estudio 

de expresión de genes de defensa, tal y como se describe en el apartado 4.6.2 de Materiales 

y Métodos. 

 

Figura 2.16: Expresión relativa de genes de defensa en raíces de arabidopsis en cultivo 

hidropónico con T. harzianum T34. Las muestras se tomaron 7 días tras la inoculación con el 

hongo. Como gen endógeno se utilizó el gen de la actina de arabidopsis. Las variaciones de expresión 

se normalizaron respecto del valor obtenido para cada gen en los diferentes tipos de plantas sin el 

hongo. Las columnas muestran la media de tres réplicas biológicas independientes de Col-0 (COL) 

o Kel2 (KEL) y las barras su desviación estándar. Las diferencias de expresión en cada uno de los 

genes entre las plantas con y sin el hongo se evaluaron mediante un análisis t-test, identificando las 

diferencias significativas como * (P < 0,05). 

Después de 7 días tras la inoculación con T. harzianum puede observarse en la figura 

2.16 cómo ocurre en el ecotipo silvestre un aumento significativo en la expresión del gen 

PR1 de respuesta a SA, junto con una disminución en la expresión de los genes relacionados 

con el JA. Además, ocurre exactamente lo contrario en la línea transgénica, pues aumenta 

significativamente la expresión de los genes relacionados con JA y se produce una 

disminución en la expresión de los genes de su ruta antagónica. 

1.4.2.- Productividad en invernadero 

Para comprobar si las diferencias de colonización se reflejaban en un aumento en la 

productividad de silicuas por parte de la línea Kel2, se inculó T. harzinaum T34 al sustrato 

de las plantas, en condiciones de invernadero, tal y como se describe en el apartado 3.4 de 

Materiales y Métodos. 
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Figura 2.17: Número de silicuas producidas por plantas de arabidopsis. Las silicuas se 

recogieron al final del ciclo de cada planta. Los valores representan la media de 15 plantas de Col-0 

(COL) o Kel2 (KEL), colonizadas con T. harzianum T34 (T), o no, junto con su desviación 

estándar en forma de barra. Los valores se agruparon según diferencias significativas entre sí (P < 

0,05) mediante el test de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las columnas. 

Al recoger y cuantificar el número de silicuas por planta (Figura 2.17), pudimos 

observar que, al igual que nos ocurría entre el ecotipo silvestre y la línea transgénica sin T. 

harzianum, no había diferencias significativas entre ambos tipos de plantas inoculadas con 

el hongo, aunque, por supuesto, se observó el aumento significativo en la productividad de 

silicuas que cabía esperar tras la inoculación con T. harzianum. 

1.4.3.- Interacción con T. parareesei 

A la vista de los resultados obtenidos con T. harzianum, decidimos comprobar si ocurría 

lo mismo con otra especie de Trichoderma diferente y para ello seleccionamos T. parareesei, 

pués carece de genes homólogos a Thkel1, al contrario de lo que sucede en T. virens 

(Kubiceck et al., 2011). 

1.4.3.1.- Colonización radicular 

Realizamos el estudio de colonización radicular por T. parareesei (cepa T6) en sustrato 

y condiciones de invernadero, tal cual se describe en el apartado 4.6.5 de Materiales y 

Métodos, incluyendo en el ensayo la inoculación con T. harzianum (T34) y realizando la 

cuantificación de la colonización de la misma manera que en el apartado 1.4.1 de esta misma 

sección de Resultados. 
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Figura 2.18: Colonización radicular de plantas de arabidopsis Col-0 (COL) y Kel2 (KEL) por T. 

harzianum (T34) y T. parareesei (T6) en invernadero. El ADN del hongo se cuantificó mediante RT-

qPCR a partir de muestras radiculares, y tomando como referencia la cantidad de ADN vegetal (gen 

de la actina de arabidopsis). La inoculación se realizó a los 10 días tras el paso de la plántula a sustrato y la 

recogida de las muestras radiculares en el momento en el que la planta comienza la formación del tallo floral. Las 

medidas se referenciaron al valor obtenido para el ecotipo silvestre inoculado con T34 (gen de la actina 

de Trichoderma spp.), con un valor arbitrario de 1. Las columnas muestran la media de tres réplicas 

biológicas independientes y las barras su desviación estándar. Los valores se agruparon según 

diferencias significativas entre sí (P < 0,05) mediante el test de Tukey, en forma de letras mayúsculas 

sobre las columnas. 

La figura 2.18 muestra como la colonización del ecotipo silvestre por T. parareesei es 

menor que la conseguida con T. harzianum. Por otro lado, en la línea transgénica esta 

colonización se ve muy favorecida en el caso de ambos hongos, como ya se había observado 

con T. harzianum. 

1.4.3.2.- Genes de defensa 

Con el fin de determinar si las diferencias en la colonización radicular observadas con 

T. parareesei podían ser causadas por la diferente respuesta defensiva de las raíces, se llevó 

a cabo un estudio de expresión de genes de defensa a diferentes muestras de raíces, tal y 

como se describe en el apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos. 
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Figura 2.19: Expresión relativa de genes de defensa en raíces de arabidopsis Col-0 (COL) y Kel2 

(KEL) en cultivo hidropónico con T. parareesei (+T6). La inoculación se realizó a los 10 días tras el 

paso de la plántula a sustrato y la recogida de las muestras radiculares en el momento en el que la planta 

comienza la formación del tallo floral. Como gen endógeno se utilizó el gen de la actina. Las 

variaciones de expresión fueron normalizadas respecto del valor obtenido para cada gen en los 

diferentes tipos de plantas sin el hongo. Las columnas muestran la media de tres réplicas biológicas 

independientes y las barras su desviación estándar. Las diferencias de expresión en cada uno de los 

genes entre las plantas con y sin el hongo se evaluaron mediante un análisis t-test, identificando las 

diferencias significativas como * (P < 0,05). 

En el caso del ecotipo silvestre, puede observarse en la figura 2.19 como se ve 

incrementada la expresión de los genes relacionadas con ambas rutas defensivas (SA y JA), 

mientras que en la línea transgénica la ruta del SA se ve disminuída y la del JA muy 

aumentada. 

1.4.3.3.- Productividad 

Para comprobar si estas diferencias de colonización se reflejaban en un aumento en la 

productividad de silicuas por parte de la línea Kel2, se inculó T. parareesei T6 al sustrato de 

las plantas, en condiciones de invernadero, tal y como se describe en el apartado 3.4 de 

Materiales y Métodos. 
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Figura 2.20: Número de silicuas producidas por planta de arabidopsis Col-0 (COL) y Kel2 

(KEL) inoculadas con T. parareesei (+T6). Las silicuas fueron recogidas al final del ciclo de cada 

planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, junto con su desviación estándar en forma de 

barras. Los valores se agruparon según diferencias significativas entre sí (P < 0,05) mediante el test 

de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las columnas. 

 

Al recoger y cuantificar el número de silicuas por planta (Figura 2.20), pudimos 

observar cómo, al igual que ocurría entre el ecotipo silvestre y la línea transgénica sin T. 

parereesei, no existen diferencias significativas entre ambos tipos de plantas inoculadas con 

el hongo, aunque sí se observa una reducción significativa en la producción de silicuas en la 

línea transgénica cuando es inoculada con el hongo. 

1.5.- Estudio con transformantes de T. harzianum con el gen Thkel1 silenciado 

A la vista de los resultados mostrados anteriormente, nos planteamos la posibilidad de 

que el gen Thkel1 juegue un papel importante en la colonización radicular por parte de T. 

harzianum. Para comprobar esta idea realizamos diferentes ensayos con dos transformantes 

que presentan el gen Thkel1 silenciado en menor o mayor medida, los cuales se encuentran 

descritos en el apartado 1.3 de Materiales y Métodos. 

1.5.1.- Colonización radicular 

Realizamos el estudio de colonización radicular por parte de los transformantes de T. 

harzianum mediante la metodología de cultivo hidropónico in vitro y cuantificación de la 

colonización ya comentada. 
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Figura 2.21: Colonización radicular de plantas de arabidopsis Col-0 (COL) y Kel2 (KEL) por 

transformantes de T. harzianum en cultivo hidropónico. Las fotografías se tomaron 7 días tras la 

inoculación con los hongos. KelT: control de transformación; Kel4 y Kel5: transformantes con el 

gen Thkel1 silenciado. 

 

 

Figura 2.22: Colonización radicular de plantas de arabidopsis Col-0 (COL) y Kel2 (KEL) por 

transformantes de T. harzianum en cultivo hidropónico. El ADN del hongo se cuantificó mediante 

RT-qPCR a partir de muestras radiculares, 7 días tras la inoculación, y tomando como referencia la 

cantidad de ADN vegetal (gen de la actina de arabidopsis). Las medidas se referenciaron al valor 

obtenido para el ecotipo silvestre (gen de la actina de Trichoderma spp.), con un valor arbitrario de 1. 

T34: T. harzianum; KT: control de transformación; K4 y K5: transformantes con el gen Thkel1 

silenciado. Las columnas muestran la media de tres réplicas biológicas independientes y las barras 

su desviación estándar. Los valores se agruparon según diferencias significativas entre sí (P < 0,05) 

mediante el test de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las columnas. 
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En las figuras 2.21 y 2.22, se observa cómo no existen diferencias entre la colonización 

por T34 y el control de transformación en ninguno de los dos tipos de plantas. Con respecto 

a los transformantes silenciados, se observa una disminución significativa en la colonización 

del ecotipo silvestre, mientras que cuando la planta expresa el gen Thkel1 no hay diferencias 

significativas con respecto a la colonización por T34.  

1.5.2.- Genes de defensa 

Con el fin de determinar si las diferencias en la colonización radicular observadas en los 

transformantes de T. harzianum podían ser causadas por la diferente respuesta defensiva de 

las plantas a nivel radicular, se realizó un estudio de expresión de genes de defensa en tejido 

de raíz, tal y como se describe en el apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos. 

 

Figura 2.23: Expresión relativa de genes de defensa en raíces de arabidopsis Col-0 (COL) y 

Kel2 (KEL) en cultivo hidropónico con T. harzianum. Las muestras se tomaron 7 días tras la 

inoculación con el hongo. Como gen endógeno se utilizó el gen de la actina de arabidopsis. Las 

variaciones de expresión se normalizaron respecto del valor obtenido para cada gen en los diferentes 

tipos de plantas sin el hongo. Las columnas muestran la media de tres réplicas biológicas 

independientes y las barras su desviación estándar. Los valores se agruparon según diferencias 

significativas entre sí (P < 0,05) mediante el test de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las 

columnas. 

 

En la Figura 2.23 puede observarse cómo la inoculación del ecotipo silvestre Col-0 con 

el control de transformación KT sigue la misma tendencia que la inoculación con la cepa 

T34, mientras que en el caso de la inoculación con el transformante K4, con el gen Thkel1 

silenciado, el patrón es totalmente contrario, aumentando la expresión de los genes 

relacionados con la ruta del JA. Por otro lado, en la línea transgénica Kel2 se observa la 
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misma tendencia de expresión de genes de defensa para la inoculación de T34, el control de 

transformación KT y el transformante silenciado K4, incrementando la expresión de los 

genes relacionados con la ruta del JA. 

1.5.3.- Productividad 

Para comprobar si las diferencias de colonización se reflejaban en una reducción en la 

productividad de silicuas por parte del ecotipo silvestre inoculado con el transformante 

silenciado K4, se realizó la inoculación en el sustrato de las plantas, en condiciones de 

invernadero, tal y como se describe en el apartado 3.4 de Materiales y Métodos. 

 

Figura 2.24: Número de silicuas producidas por planta de arabidopsis Col-0 (COL) y Kel2 

(KEL). Las silicuas fueron recogidas al final del ciclo de cada planta. T34: T. harzianum; KT: control 

de transformación; K4: transformante con el gen Thkel1 silenciado. Cada valor representa la media 

de 15 plantas, junto con su desviación estándar en forma de barras. Los valores se agruparon según 

diferencias significativas entre sí (P < 0,05) mediante el test de Tukey, en forma de letras mayúsculas 

sobre las columnas. 

 

Al recoger y cuantificar el número de silicuas por planta (Figura 2.24), pudimos 

observar que no existen diferencias significativas entre ambos tipos de plantas inoculadas 

con la cepa silvestre T34 o con el control de transformación KT. Por otro lado, se observa la 

misma reducción significativa en la producción de silicuas en la inoculación del ecotipo 

silvestre con el transformante silenciado K4, que observábamos en su colonización radicular. 
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2.- ESTUDIO CON LOS TRANSFORMANTES DE Trichoderma SILENCIADOS 

EN EL GEN Thkel1 SOBRE PLANTAS DE TOMATE 

2.1.- Colonización radicular 

A la vista de los resultados anteriores, decidimos comprobar si la situación de 

disminución de la colonización por T. harzianum al silenciarse el gen Thkel1 ocurría también 

en plantas de interés agronómico, por lo que usamos para ello plantas de tomate. 

 

Figura 2.25: Colonización radicular de plantas de tomate por T. harzianum en condiciones de 

invernadero. El ADN del hongo se cuantificó mediante RT-qPCR a partir de muestras radiculares, 7 

días tras la inoculación, y tomando como referencia la cantidad de ADN vegetal (gen de la actina de 

tomate). La inoculación se realizó a los 10 días tras el paso de la plántula a sustrato y la recogida de las muestras 

radiculares en el momento en el que la planta comienza la formación de los primordios florales. Las medidas se 

referenciaron al valor obtenido para la inoculación con T34 (gen de la actina de Trichoderma spp.), 

con un valor arbitrario de 1. T34: T. harzianum; KT: control de transformación; K4: transformante 

con el gen Thkel1 silenciado. Las columnas muestran la media de tres réplicas biológicas 

independientes y las barras su desviación estándar. Los valores se agruparon según diferencias 

significativas entre sí (P < 0,05) mediante el test de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las 

columnas. 

 

La figura 2.25 muestra cómo la colonización por el transformante silenciado K4 no sólo 

no mostró la disminución esperada que habíamos observado en arabidopsis, sino que se 

produjo un aumento significativo de la colonización.  

2.2.- Genes de defensa 

Con el fin de determinar si las diferencias en la colonización radicular detectada con los 

transformantes de T. harzianum en arabidopsis y en tomate podían ser causadas por la 
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diferente respuesta defensiva de las plantas a nivel radicular, también se realizó un estudio 

de expresión de genes de defensa en raíz de tomate, tal y como se describe en el apartado 

4.6.2 de Materiales y Métodos. Identificándose los genes según las abreviaturas: ICS1 

(isocorismato sintasa 1), PR1 (proteína relacionada con la patogénesis 1), LOX 

(lipooxigenasa) y EIN2 (proteína insensible al etileno 2). 

 

Figura 2.26: Expresión relativa de genes de defensa en raíces de tomate en condiciones de 

invernadero con transformantes de T. harzianum. La inoculación se realizó a los 15 días tras el paso de 

la plántula a sustrato y la recogida de las muestras radiculares en el momento en el que la planta comienza la 

formación de los primordios florales. Como gen endógeno se utilizó el gen de la actina. Las variaciones 

de expresión fueron normalizadas respecto del valor obtenido para cada gen en la planta sin el hongo. 

T34: T. harzianum; KT: control de transformación; K4: transformante con el gen Thkel1 silenciado. 

Las columnas muestran la media de tres réplicas biológicas independientes y las barras su desviación 

estándar. Los valores se agruparon según diferencias significativas entre sí (P < 0,05) mediante el 

test de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las columnas. 

 

En el caso del tomate (Figura 2.26), la inoculación radicular con el control de 

transformación y con el transformante con el gen Thkel1 silenciado muestra la misma 

tendencia que en la inoculación con la cepa control T34, con un aumento en la expresión del 

gen PR1 de respuesta a SA y una disminución de los genes relacionados con la ruta del JA. 

 

3.- PRESENCIA DEL GEN Thkel1 EN PLANTAS DE B. napus 

Los resultados observados en las plantas de arabidopsis que expresaban el gen Thkel1 

evidencian los beneficios que la expresión de este gen de T. harzianum presenta para ellas y 

nos hace plantear la posibilidad de su utilización en la transformación de otras especies 
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vegetales. A la vista de este estudio preliminar, en lo que a interacción con T. harzianum se 

refiere, las diferencias observadas entre arabidopsis y tomate nos hicieron contemplar la 

posibilidad de expresar ese gen en plantas no tan alejadas taxonómicamente de arabidopsis. 

Por ello, elegimos para su transformación con el gen Thkel1 un cultivo de elevado interés 

económico y agronómico en la actualidad, como es la colza o canola (B. napus), 

perteneciente, además a la misma familia vegetal, Brassicaceae. 

3.1.- Determinación del número de copias del transgén 

En primer lugar, se sembraron en medio MS suplementado con el antibiótico de 

selección las semillas (T1) de las plantas que habían sido infiltradas con A. tumefaciens (T0), 

tal y como se describe en el apartado 8.4.1 de Materiales y Métodos, las plántulas 

supervivientes se pasaron a sustrato hasta que produjeron sus propias semillas (T2). Mientras 

la T1 estaba en crecimiento se comprobó la presencia del gen Thkel1 en su genoma mediante 

PCR convencional del ADN extraído de sus hojas, utilizando los primers específicos para 

dicho gen, tal y como se indica en el apartado 8.4.2 de Materiales y Métodos. De esta forma, 

se seleccionó la línea 3 como buena candidata para continuar. Repitiendo el mismo proceso 

de análisis por PCR en la generación T2, se seleccionaron las líneas 3.17, 3.18, 3.20, 3.21 y 

3.25. Se sembraron seis semillas por línea y se realizó el cálculo del número de copias del 

transgén por PCR cuantitativa a cada una de esas plantas (T3), tal y como se indica en el 

apartado 4.7 de Materiales y Métodos. De esta forma, comprobamos que la línea 3.17.2 

presentaba claramente en su genoma una copia del transgén, mientras que la línea 3.20.1 

presenta dos copias del mismo.  

Para comprobarlo, además de para determinar si el transgén se estaba expresando, 

realizamos un estudio de expresión génica en las diferentes líneas, tal y como se indica en el 

apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos. 
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Figura 2.27: Expresión del gen Thkel1 de T. harzianum T34 en plantas de arabidopsis y colza. 

Como gen endógeno se utilizó el gen de la actina. Las variaciones de expresión fueron normalizadas 

respecto del valor obtenido para cada gen en la línea Kel2 de Arabidopsis. KEL: línea transgénica 

de arabidopsis Kel2; 17 y 20: líneas transgénicas de colza. Las columnas muestran la media de tres 

réplicas biológicas independientes y las barras su desviación estándar. Las diferencias de expresión 

entre las líneas de plantas se evaluaron mediante un análisis t-test, identificando las diferencias 

significativas como * (P < 0,05). 

 

La expresión relativa del gen Thkel1 en plantas de arabidopsis y colza se muestra en la 

Figura 2.27. La línea transgénica Kel2 de arabidopsis y la 20 de colza muestran un valor 

similar de expresión, mientras que en la línea 17 de colza la expresión de Thkel1 fue 

significativamente menor. 

3.2.- Estudios de germinación 

Una vez comprobada la presencia de Thkel1 en las líneas 17 y 20, procedimos a la 

realización de diferentes estudios fisiológicos, comenzando por el proceso de germinación. 

3.2.1.- Germinación en MS 

Se realizó un estudio comparativo de germinación en medio nutritivo MS entre la colza 

comercial de la que derivan y las líneas transgénicas 17 y 20. Además, se midió la longitud 

radicular y el índice de germinación tras 5 días de su siembra en placa, tal y como se describe 

en el apartado 9 de Materiales y Métodos. 
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Figura 2.28: Porcentaje de germinación de semillas de colza en medio MS. Las semillas se 

mantuvieron en medio MS y oscuridad durante 5 días hasta que se tomaron las medidas. Se utilizaron 

40 semillas por cada tipo de planta. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 17 y 20: líneas 

transgénicas. 

 

 

Figura 2.29: Elongación radicular de semillas de colza en medio MS. Las semillas se mantuvieron 

en medio MS y oscuridad durante 5 días hasta que se tomaron las medidas. Se utilizaron 40 semillas 

por cada tipo de planta. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. 

Las columnas muestran la media de 40 plántulas y las barras su desviación estándar. Las diferencias 

de expresión entre las líneas de plantas se evaluaron mediante un análisis t-test frente al control sin 

transformar, identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 
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Figura 2.30: Índice de germinación de semillas de colza en medio MS. Las semillas se 

mantuvieron en medio MS y oscuridad durante 5 días hasta que se tomaron las medidas. Se utilizaron 

40 semillas por cada tipo de planta. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 17 y 20: líneas 

transgénicas. Las columnas muestran la media de 40 plántulas y las barras su desviación estándar. 

Las diferencias de expresión entre las líneas de plantas se evaluaron mediante un análisis t-test frente 

al control sin transformar, identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 

 

Los resultados obtenidos muestran que la presencia del gen Thkel1 no aporta beneficios 

a las semillas de colza con respecto al porcentaje de germinación (Figura 2.28), mientras que 

sí se observan aumentos significativos en la longitud radicular (Figura 2.29) y en el índice 

de germinación (Figura 2.30) en ambas líneas transgénicas. 

3.2.1.- Germinación bajo estrés salino 

También realizamos el mismo estudio de germinación en medio MS suplementado con 

NaCl 250 mM, con el fin de provocar un estrés salino en las semillas, tal y como se describe 

en el apartado 9 de Materiales y Métodos. 
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Figura 2.30: Porcentaje de germinación de semillas de colza en medio MS con NaCl 250mM. 

Las semillas se mantuvieron en medio MS y oscuridad durante 5 días hasta que se tomaron las 

medidas. Se utilizaron 40 semillas por cada tipo de planta. C: semillas comerciales de colza sin 

transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. 

 

 

Figura 2.31: Elongación radicular de semillas de colza en medio MS con NaCl 250mM. Las 

semillas se mantuvieron en medio MS y oscuridad durante 5 días hasta que se tomaron las medidas. 

Se utilizaron 40 semillas por cada tipo de planta. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 

17 y 20: líneas transgénicas. Las columnas muestran la media de 40 plántulas y las barras su 

desviación estándar. Las diferencias de plantas se evaluaron mediante un análisis t-test frente al 

control sin transformar, identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 
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Figura 2.32: Índice de germinación de semillas de colza en medio MS con NaCl 250mM. Las 

semillas se mantuvieron en medio MS y oscuridad durante 5 días hasta que se tomaron las medidas. 

Se utilizaron 40 semillas por cada tipo de planta. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 

17 y 20: líneas transgénicas. Las columnas muestran la media de 40 plántulas y las barras su 

desviación estándar. Las diferencias entre las líneas de plantas se evaluaron mediante un análisis t-

test frente al control sin transformar, identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 

 

Con respecto al sometimiento de las semillas a estrés salino (NaCl 250 mM) observamos 

cómo la línea 17 presenta un mayor porcentaje de germinación (Figura 2.30), una 

significativamente mayor longitud radicular (Figura 2.31) y, por consiguiente, un mayor 

índice de germinación (Figura 2.32), con respecto al control, algo que no ocurre con la línea 

20. 

3.3.- Productividad en condiciones de invernadero 

La siguiente característica a evaluar en las líneas transgénicas de colza 17 y 20 fue su 

capacidad de producir semillas, tomando varios datos de número silicuas formadas por 

planta, de semillas por silicua, peso por semilla y peso total de semillas que produce cada 

planta, relacionado con las mejoras que la presencia del gen Thkel1 puede aportarle a la 

planta en su crecimiento, desarrollo y productividad de semillas, respecto a la variedad 

comercial transformada. Las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero según se 

describe en el apartado 2.2 de Materiales y Métodos. 
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Figura 2.33: Número de silicuas producidas por planta de colza. Las silicuas se recogieron al 

final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, junto con su desviación 

estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 17 y 20: líneas 

transgénicas. Las diferencias de plantas se evaluaron mediante un análisis t-test frente al control sin 

transformar, identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 

 

 

Figura 2.34: Número de semillas por silicua producidas por planta de colza. Las silicuas se 

recogieron al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, junto con su 

desviación estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 17 y 20: 

líneas transgénicas. Los valores no mostraron diferencias significativas entre sí (P < 0,05) según el 

t-test.  
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Figura 2.35: Peso por semillas (mg) producidas de colza. Las silicuas se recogieron al final del 

ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 50 semillas, junto con su desviación estándar 

en forma de barras. Los valores no mostraron diferencias significativas entre sí (P < 0,05) según el 

t-test. 

 

 

Figura 2.36: Peso de semillas producido por planta de colza (g). Las silicuas se recogieron al final 

del ciclo de cada planta. Cada valor representa la relación entre número de silicuas, número de 

semillas por silicua y peso de cada semilla, junto con su desviación estándar en forma de barras. C: 

semillas comerciales de colza sin transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. Las diferencias de plantas 

se evaluaron mediante un análisis t-test frente al control sin transformar, identificando las diferencias 

significativas como * (P < 0,05). 

 

Haciendo un análisis general de los datos obtenidos, se observa un aumento significativo 

de la productividad de las líneas transgénicas frente al control en cuanto al número de silicuas 

(Figura 2.33) y el peso de semillas producidas por planta (Figura 2.36), pero no se observa 

aumento en el caso del número de semillas por silicua (Figura 2.34) y de peso por semilla 

(Figura 2.35). 
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3.4.- Productividad frente a estrés salino 

Posteriormente sometimos las plantas de colza a estrés salino (100 mM) en condiciones 

de invernadero, tal y como se describe en el apartado 11.1 de Materiales y Métodos, 

obteniendo los siguientes datos de productividad. 

 

Figura 2.37: Número de silicuas producidas por planta de colza bajo NaCl 100 mM. Las silicuas 

fueron recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, junto 

con su desviación estándar en forma de barras. Sobre las barras se muestra el porcentaje de plantas 

que no dieron semillas, al abortarse sus flores. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 17 

y 20: líneas transgénicas. Las diferencias de plantas se evaluaron mediante un análisis t-test frente al 

control sin transformar, identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 

 

 

Figura 2.38: Número de semillas por silicua producidas por planta de colza bajo NaCl 100 mM. 

Las silicuas fueron recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 15 

plantas, junto con su desviación estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza sin 

transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. Las diferencias de plantas se evaluaron mediante un análisis 

t-test frente al control sin transformar, identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 
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Figura 2.39: Peso por semilla (mg) producidas de colza bajo NaCl 100 mM. Las silicuas fueron 

recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 50 semillas, junto con su 

desviación estándar en forma de barras. Los valores no mostraron diferencias significativas entre sí 

(P < 0,05) según el t-test. Las diferencias de plantas se evaluaron mediante un análisis t-test frente al 

control sin transformar, identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 

 

 

Figura 2.40: Peso de semillas producido por planta de colza bajo NaCl 100 mM. Las silicuas 

fueron recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la relación entre número de 

silicuas, número de semillas por silicua y peso de cada semilla, junto con su desviación estándar en 

forma de barras. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. Los 

valores no mostraron diferencias significativas entre sí (P < 0,05) según el t-test. Las diferencias de 

plantas se evaluaron mediante un análisis t-test frente al control sin transformar, identificando las 

diferencias significativas como * (P < 0,05). 

 

Con los datos obtenidos en su conjunto, se observa un aumento significativo de la 

productividad de las líneas transgénicas frente al control bajo estrés salino, ya que ninguna 

de las plantas aborta sus flores, observándose, además, un incremento significativo en el 
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número de silicuas de la línea 20 (Figura 2.37). Por otro lado, la línea 17 presenta un aumento 

significativo en lo que se refiere al número de semillas por silicua (Figura 2.38) y el peso de 

las mismas (Figura 2.39). En el caso del peso de semillas producido por cada planta (Figura 

2.40), ambas líneas son significativamente superiores al control sin transformar. 

3.5.- Productividad frente a estrés de sequía 

El último estudio de productividad se realizó sometiendo a las plantas a situación de 

sequía en condiciones de invernadero, tal y como se describe en el apartado 11.2 de 

Materiales y Métodos, con los siguientes datos de productividad. 

 

Figura 2.41: Número de silicuas producidas por planta de colza bajo sequía. Las silicuas fueron 

recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, junto con su 

desviación estándar en forma de barras. Sobre las barras se muestra el porcentaje de plantas que no 

dieron semillas, al abortarse sus flores. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 17 y 20: 

líneas transgénicas. Las diferencias de plantas se evaluaron mediante un análisis t-test frente al 

control sin transformar, identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 
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Figura 2.42: Número de semillas por silicua producidas por planta de colza bajo sequía. Las 

silicuas fueron recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, 

junto con su desviación estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza sin 

transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. Las diferencias de plantas se evaluaron mediante un análisis 

t-test frente al control sin transformar, identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 

 

  

Figura 2.43: Peso por semillas (mg) producidas de colza bajo sequía. Las silicuas fueron 

recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 50 semillas, junto con su 

desviación estándar en forma de barras. Las diferencias de plantas se evaluaron mediante un análisis 

t-test frente al control sin transformar, identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 
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Figura 2.44: Peso de semillas (g) producido por planta de colza bajo sequía. Las silicuas fueron 

recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la relación entre número de silicuas, 

número de semillas por silicua y peso de cada semilla, junto con su desviación estándar en forma de 

barras. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. Las diferencias 

de plantas se evaluaron mediante un análisis t-test frente al control sin transformar, identificando las 

diferencias significativas como * (P < 0,05). 

 

En general, existe un aumento significativo de la productividad de las líneas 

transgénicas frente al control bajo estrés por sequía, partiendo del dato de que ninguna de las 

plantas aborta sus flores. Además, se observa un aumento significativo en el número de 

silicuas (Figura 2.41), el número de semillas por silicua (Figura 2.42), el peso de las mismas 

(Figura 2.43) y el peso de semillas producido por cada planta (Figura 2.44). 

3.6.- Respuesta frente a estrés biótico 

Con el fin de analizar la capacidad de respuesta frente a estrés biótico de las líneas 

transgénicas 17 y 20, mediante la activación de un posible “priming” frente a patógeno, 

realizamos un ensayo de inoculación in vitro con el patógeno P. lingam a nivel foliar, tal y 

como se indica en el apartado 3.6.2 de Materiales y Métodos. 
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Figura 2.45: Porcentajes de los diámetros de lesión (en mm) provocados por P. lingam en hojas 

de colza. A 7 días tras la inoculación del patógeno. C: colza sin transformar; 17 y 20: líneas 

transgénicas. Las columnas muestran los porcentajes de los grupos de diámetros de las lesiones de 

15 hojas obtenidas a partir de 15 réplicas biológicas independientes. Las diferencias significativas 

(*) (P < 0,05) se obtuvieron mediante el test no paramétrico de Friedman. 

 

 

Figura 2.46: Lesiones foliares producidas por P. lingam en hojas de colza. De izquierda a 

derecha: control, línea transgénica 17 y línea transgénica 20. Fotografías realizadas 7 días tras la 

puesta en contacto de las hojas con el hongo. 

 

Los valores de medida de las lesiones foliares (Figura 2.45) y la observación directa 

(Figura 2.46), son indicativos de que en el control sin transformar el hongo fitopatógeno 

provoca el daño que cabría esperar y que la presencia del gen Thkel1 en las plantas de colza 

reduce significativamente el daño producido por el hongo en las hojas. Además, se observa 

que a mayor número de copias de Thkel1 el daño foliar es menor. 
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3.7.- Interacción con Trichoderma 

Al haber transformado plantas de B. napus con un gen de T. harzianum, decidimos 

realizar diferentes ensayos de interacción con el hongo y comprobar posibles diferencias que 

puedan ocurrir con respecto al control sin transformar, al igual que hicimos con arabidopsis. 

3.7.1.- Colonización radicular 

El estudio de colonización de raíz con T. harzianum T34 se realizó como se describe en 

el apartado 4.6.5 de Materiales y Métodos. 

 

Figura 2.47: Colonización radicular de plantas de colza por T. harzianum T34 en invernadero. 

El ADN del hongo se cuantificó mediante RT-qPCR a partir de muestras radiculares, y tomando como 

referencia la cantidad de ADN vegetal (gen de la actina de colza). La inoculación se realizó a los 10 días 

tras el paso de la plántula a sustrato y la recogida de las muestras radiculares en el momento en el que la planta 

comienza la formación del tallo floral. Las medidas se referenciaron al valor obtenido para el control sin 

transformar (gen de la actina de Trichoderma), con un valor arbitrario de 1. Las columnas muestran 

la media de tres réplicas biológicas independientes y las barras su desviación estándar. Las 

diferencias de colonización entre los tipos de plantas se evaluaron mediante un análisis t-test, 

identificando las diferencias significativas como * (P < 0,05). 

 

En la figura 2.47 se muestra el aumento de colonización radicular por T. harzianum 

cuando la planta expresa el gen Thkel1, tanto en la línea 17 como en la 20. 

 

3.7.2.- Productividad en invernadero 

Con el fin de determinar si las diferencias de colonización se plasmaban en un aumento 

en la productividad de las plantas transformadas con el gen Thkel1, realizamos la inoculación 

de las plantas en sustrato, en condiciones de invernadero, tal y como se describe en el 

apartado 3.4 de Materiales y Métodos.  
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Figura 2.48: Número de silicuas producidas por planta de colza inoculadas con T. harzianum 

(+T34). Las silicuas fueron recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media 

de 15 plantas, junto con su desviación estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza 

sin transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. Los valores se agruparon según diferencias 

significativas entre sí (P < 0,05) mediante el test de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las 

columnas. 

 

 

Figura 2.49: Número de semillas por silicua de colza inoculadas con T. harzianum (+T34). Las 

silicuas fueron recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, 

junto con su desviación estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza sin 

transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. No existen diferencias significativas entre los valores (P < 

0,05). 
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Figura 2.50: Peso por semilla (mg) producida de colza inoculadas con T. harzianum (+T34). Las 

silicuas fueron recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, 

junto con su desviación estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza sin 

transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. No existen diferencias significativas entre los valores (P < 

0,05). 

 

 

Figura 2.51: Peso de semillas (g) producidas por planta de colza inoculadas con T. harzianum 

(+T34). Las silicuas fueron recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media 

de 15 plantas, junto con su desviación estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza 

sin transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. Los valores se agruparon según diferencias 

significativas entre sí (P < 0,05) mediante el test de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las 

columnas. 

 

Al recoger y cuantificar el número de silicuas por planta (Figura 2.48), pudimos 

observar que hay un aumento significativo en la formación de las mismas tras la inoculación 

con T. harzianum, siendo este incremento mayor en las líneas transgénicas. Algo que se 
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traduce de la misma forma al calcular el peso de semillas producido por planta (Figura 2.51). 

En lo que se refiere al número de semillas (Figura 2.49) y al peso de las mismas (Figura 

2.50), no se detectaron diferencias significativas entre los diferentes tipos de planta 

ensayadas.   

3.7.3.- Interacción con T. parareesei 

Al igual que hicimos con las plantas de arabidopsis, inoculamos las plantas de colza con 

T. parareesei, para comprobar si ocurría una respuesta similar a la observada con T. 

harzianum. 

3.7.3.1.- Colonización radicular 

Realizamos el estudio de colonización radicular por parte de T. parareesei T6 en sustrato 

y condiciones de invernadero, como se describe en el apartado 4.6.5 de Materiales y 

Métodos, incluyendo en el ensayo la inoculación con T. harzianum T34 y cuantificando la 

colonización de la misma manera que en el apartado 3.7.1 de estos Resultados. 

 

Figura 2.52: Colonización radicular de plantas de colza por T. harzianum (T34) y T. parareesei 

(T6) en tinvernadero. El ADN del hongo se cuantificó mediante RT-qPCR a partir de muestras 

radiculares, y tomando como referencia la cantidad de ADN vegetal (gen de la actina de colza). La 

inoculación se realizó a los 10 días tras el paso de la plántula a sustrato y la recogida de las muestras radiculares en 

el momento en el que la planta comienza la formación del tallo floral. Las medidas se referenciaron al valor 

obtenido para el control sin transformar inoculado con T34 (gen de la actina de Trichoderma spp.), 

con un valor arbitrario de 1. Las columnas muestran la media de tres réplicas biológicas 

independientes y las barras su desviación estándar. Los valores se agruparon según diferencias 

significativas entre sí (P < 0,05) mediante el test de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las 

columnas. 
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La figura 2.52 muestra cómo la colonización de las plantas control sin transformar por 

el hongo T. parareesei es menor que la que conseguida por T. harzianum. Por otro lado, en 

las líneas transgénicas 17 y 20 esta colonización se ve muy favorecida en el caso de ambos 

hongos, tal y como se había observado para T. harzianum en la línea 20, con dos copias del 

transgén, como ocurría en la línea Kel2 de arabidopsis. En la línea 17, con una copia de 

Thkel1, la colonización por T. parareesei se reduce con respecto a la observada con T. 

harzianum, aunque sin llegar a los valores del control. 

3.7.3.2.- Productividad en invernadero 

Para comprobar si estas diferencias de colonización se reflejaban en un aumento en la 

productividad de las plantas transformadas con el gen Thkel1, se realizó la inoculación en 

sustrato de las plantas, en condiciones de invernadero, tal y como se describe en el apartado 

3.4 de Materiales y Métodos. 

 

Figura 2.53: Número de silicuas producidas por planta de colza inoculadas con T. parareesei 

(+T6). Las silicuas fueron recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media 

de 15 plantas, junto con su desviación estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza 

sin transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. Los valores se agruparon según diferencias 

significativas entre sí (P < 0,05) mediante el test de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las 

columnas. 
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Figura 2.54: Número de semillas por silicua de colza inoculadas con T. parareesei (+T6). Las 

silicuas fueron recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, 

junto con su desviación estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza sin 

transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. No existen diferencias significativas entre los valores (P < 

0,05). 

 

 

Figura 2.55: Peso por semilla (mg) producida de colza inoculadas con T. parareesei (+T6). Las 

silicuas fueron recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, 

junto con su desviación estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza sin 

transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. No existen diferencias significativas entre los valores (P < 

0,05). 
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Figura 2.56: Peso de semillas (g) producidas por planta de colza inoculadas con T. parareesei 

(+T6). Las silicuas fueron recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media 

de 15 plantas, junto con su desviación estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza 

sin transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. Los valores se agruparon según diferencias 

significativas entre sí (P < 0,05) mediante el test de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las 

columnas. 

 

Al recoger y cuantificar el número de silicuas por planta (Figura 2.53), pudimos 

observar como no ocurre un aumento en la formación de silicuas tras la inoculación con T. 

parareesei T6 en el control sin transformar, ocurriendo una disminución significativa en el 

caso de las líneas transgénicas. Algo que se traduce de la misma forma al calcular el peso de 

semillas por planta (Figura 2.56). No se observaron diferencias significativas en el número 

de semillas (Figura 2.54) y el peso de las mismas (Figura 2.55) entre las plantas control y las 

líneas transgénicas 17 y 20.  

3.8.- Estudio con transformantes de T. harzianum con el gen Thkel1 silenciado 

A la vista de los resultados mostrados anteriormente con T. harzianum T34 y T. 

parareesei T6, nos planteamos la posibilidad de que el gen Thkel1 juegue un papel a tener 

en cuenta en la colonización radicular de la colza por parte de Trichoderma, al igual que 

ocurría con arabidopsis. Para comprobar esta idea realizamos diferentes ensayos con uno de 

los transformantes (K4) que presenta el gen Thkel1 silenciado, como se describe en el 

apartado 1.3 de Materiales y Métodos. 
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3.8.1.- Colonización radicular 

Realizamos un estudio de colonización radicular con T. harzianum K4 mediante la 

metodología de cultivo hidropónico in vitro y cuantificación de la colonización ya 

comentadas. 

 

Figura 2.57: Colonización radicular de plantas de colza por transformante de T. harzianum (K4) 

en invernadero. El ADN del hongo se cuantificó mediante RT-qPCR a partir de muestras radiculares, 

y tomando como referencia la cantidad de ADN vegetal. La inoculación se realizó a los 10 días tras el paso 

de la plántula a sustrato y la recogida de las muestras radiculares en el momento en el que la planta comienza la 

formación del tallo floral. Las medidas se referenciaron al valor obtenido para el control sin transformar 

inoculado con T34, con un valor arbitrario de 1. C: control de colza sin tansformar; 17 y 20: líneas 

transgénicas de colza; T34: T. harzianum; K4: transformante con el gen Thkel1 silenciado. Las 

columnas muestran la media de tres réplicas biológicas independientes y las barras su desviación 

estándar. Los valores se agruparon según diferencias significativas entre sí (P < 0,05) mediante el 

test de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las columnas. 

 

En la figura 2.57, se observa que con el transformante silenciado K4 ocurre una falta 

total de colonización de plantas control sin transformar, mientras que en plantas que expresan 

el gen Thkel1 la colonización es mayor que en su respectivo control, pero menor que la 

observada con T34 en esas mismas líneas transgénicas.  

3.8.2.- Producción en invernadero 

Con el fin de determinar si estas diferencias de colonización se reflejaban en un aumento 

en la productividad, se realizó la inoculación en sustrato de las plantas, en condiciones de 

invernadero, tal y como se describe en el apartado 3.4 de Materiales y Métodos. 
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Figura 2.58: Número de silicuas producidas por planta de colza inoculadas con el 

transformante silenciado de T. harzianum (+K4) y la cepa silvestre (+T34). Las silicuas se 

recogieron al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, junto con su 

desviación estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 17 y 20: 

líneas transgénicas. Los valores se agruparon según diferencias significativas entre sí (P < 0,05) 

mediante el test de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las columnas. 

 

Figura 2.59: Número de semillas por silicua de colza inoculadas con el transformante silenciado 

de T. harzianum (+K4) y la cepa silvestre (+T34). Las silicuas fueron recogidas al final del ciclo de 

cada planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, junto con su desviación estándar en forma 

de barras. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. No existen 

diferencias significativas entre los valores (P < 0,05). 
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Figura 2.60: Peso por semilla (mg) producida de colza inoculadas con el transformante 

silenciado de T. harzianum (+K4) y la cepa silvestre (+T34). Las silicuas fueron recogidas al final 

del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, junto con su desviación estándar 

en forma de barras. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 17 y 20: líneas transgénicas. 

No existen diferencias significativas entre los valores (P < 0,05). 

 

 

Figura 2.61: Peso de semillas (g) producidas por planta de colza inoculadas con el 

transformante silenciado de T. harzianum (+K4) y la cepa silvestre (+T34). Las silicuas fueron 

recogidas al final del ciclo de cada planta. Cada valor representa la media de 15 plantas, junto con su 

desviación estándar en forma de barras. C: semillas comerciales de colza sin transformar; 17 y 20: 

líneas transgénicas. Los valores se agruparon según diferencias significativas entre sí (P < 0,05) 

mediante el test de Tukey, en forma de letras mayúsculas sobre las columnas. 

 

Al recoger y cuantificar el número de silicuas por planta (Figura 2.58), pudimos 

observar un descenso significativo en la formación de las mismas tras la inoculación con el 

transformante K4 en el control sin transformar de colza, en comparación con la inoculación 
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con la cepa silvestre, en contraposición con lo que ocurre en las líneas transgénicas, 

manteniéndose el nivel de producción de silicuas. Algo que se traduce de la misma forma al 

calcular el peso de semillas producido por planta (Figura 2.61). Por lo que se refiere al 

número de semillas (Figura 2.59) y el peso de las mismas (Figura 2.60) no existen diferencias 

significativas entre ninguna de las plantas. 
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DISCUSIÓN 

 

La transformación de plantas con genes procedentes de Trichoderma puede brindar 

numerosos beneficios para los cultivos agrícolas, como una mejor tolerancia frente estreses 

abióticos, mayor resistencia a estreses bióticos, actividad de biorremediación, reducción de 

fitotoxinas o tolerancia a herbicidas (Lorito et al., 1998; Nicolás et al., 2014). En este sentido, 

el gen Thkel1 de T. harzianum T34 se usó en la transformación de plantas de arabidopsis, 

confiriéndoles una mayor tolerancia frente a estrés salino que fue acompañada de un 

incremento de la actividad β-glucosidasa, pues previamente se había observado cómo este 

gen jugaba un papel importante en la capacidad para enfrentarse a estreses de carácter 

abiótico por parte del hongo (Hermosa et al., 2011a).  

El gen Thkel1 codifica una proteína con cinco dominios kelch (cáliz, en alemán), los 

cuales están estrechamente implicados en las interacciones proteína-proteína (Hermosa et 

al., 2011a). El papel de las proteínas con este tipo de dominios en plantas ha sido estudiado 

y revisado por varios autores (Maselli et al., 2014; Hassan et al., 2015; Sharma & Pandey, 

2016). Se ha comprobado su papel como controladores del reloj circadiano y la floración 

(Harmon & Kay, 2003; Imaizumi et al., 2003; Li et al., 2013; Takase et al., 2015), en la 

señalización de diferentes hormonas durante todo el proceso de desarrollo de la planta (Hua 

& Vierstra, 2011), o en la elongación del hipocotilo en arabidopsis (Miyazaki et al., 2011; 

Franciosini et al., 2013). Las proteínas con dominios kelch, se encuentran muy extendidas 

en eucariotas, bacterias e incluso virus ADN, encontrándonos con genes presentes en todo 

el reino vegetal y con algunos otros específicos de familias concretas, que hace ver el papel 

de este tipo de proteínas en el éxito adaptativo de diferentes plantas, ya que su regulación 

transcripcional puede ser totalmente diferente entre especies muy cercanas (Schumann et al., 

2011). 

En la transformación de las plantas de colza con el gen Thkel1 pudimos observar un 

aumento significativo en el índice de germinación de sus semillas (Figura 2.30), algo 

relacionado con la mejora de la capacidad germinativa por proteínas con dominios kelch, 

como se determinó en garbanzo (Jia et al., 2012). Se ha observado, a su vez, esta misma 

mejoría en los índices de germinación cuando las semillas de colza se sometieron a un estrés 

salino (Figura 2.32), como ya se describió por Hermosa et al. (2011a) en semillas de A. 

thaliana transformadas con el mismo gen, relacionando esta mayor tolerancia con una 
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reducción en los niveles de ABA, hormona implicada en evitar la germinación bajo 

condiciones adversas. Hermosa et al. (2011a) también observaron un aumento en la actividad 

β-glucosidasa, relacionado, a su vez, con un mejor crecimiento y desarrollo de las plantas 

bajo estrés. En este sentido, varios estudios relacionan un aumento en la actividad β-

glucosidasa con una mayor tolerancia frente a estreses abióticos, como salinidad o sequía, 

en bacterias (Lee et al., 2015; Eswaran & Khandeparker, 2017), Aspergillus niger (Xue et 

al., 2012), T. harzianum (Hermosa et al., 2011), o cebada (Dietz et al., 2000). Estos datos 

concuerdan con los resultados obtenidos en nuestro estudio, en el que hemos observado un 

aumento significativo en la productividad de arabidopsis (Figura 2.7) y colza bajo estrés 

salino (Figura 2.40) y sequía (Figura 2.44) al tener presente en su genoma el gen Thkel1, 

pues también las proteínas con dominios kelch pueden mejorar esta tolerancia durante el 

crecimiento de la planta (Jia et al., 2012). Por otro lado, la presencia del gen de T. harzianum 

en las plantas de colza también mejoró su productividad cuando las plantas no estuvieron 

sometidas a estrés (Figura 2.36), posiblemente relacionado con la capacidad de este tipo de 

proteínas para mejorar el número y tamaño de semillas, en plantas como el arroz (Chen et 

al., 2013), o con la relación de las β-glucosidasas en el ciclo de nutrientes (Caruso, 2010) y 

en la acumulación de Pi en plantas como A. thaliana (Malboobi & Lefebvre, 1997). 

Para conocer el número de copias del transgén presentes en las plantas de colza 

transformadas con el gen de Trichoderma se utilizó la metodología descrita por Hoebeeck 

et al. (2007), mejorada por Yuan et al. (2007), partiendo de una primera aproximación en 

plantas realizada por Does et al. (1991) y mejorada por Ingham et al. (2001), Mason et al. 

(2002) y Bubner & Bladwin (2004), al igual que otros autores la han utilizado para plantas 

como el algodón (Yi et al., 2008), el trigo (Li et al., 2004), el maíz (Song et al., 2002), el 

arroz (Jang et al., 2005), e incluso la colza (Weng et al., 2004). 

Por lo que se refiere a la respuesta defensiva de las plantas frente a estreses bióticos, 

existen ejemplos de transformación de crucíferas con genes de Trichoderma que han 

obtenido una mejor resistencia frente a patógenos, como la transformación de brócoli con el 

gen de una endoquitinasa de T. harzianum frente a Alternaria brassicola (Mora & Earle, 

2001), o la de colza con el gen chit42 y chit36 de T. atroviride frente a Sclerotinia 

sclerotiorum (Moghadam et al., 2015; Ziaei et al., 2016). En este sentido, hemos podido 

observar que, tanto en A. thaliana como en colza, la presencia del gen Thkel1 mejora su 

capacidad defensiva frente al ataque de B. cinerea (Figuras 2.11-2.14) y P. lingam (Figuras 
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2.45 y 2.46), respectivamente, en ensayos in vitro e in planta. Estos resultados concuerdan 

con la cuantificación de la expresión de los diferentes genes relacionados con las respuestas 

defensivas de arabidopsis (Figuras 2.8 y 2.9), pues hemos comprobado cómo la presencia 

del gen de Trichoderma aumenta a nivel radicular la expresión del gen ICS1 implicado en la 

síntesis de SA, mientras que, a nivel sistémico, genes de síntesis y respuesta de SA y JA 

aumentan significativamente sus niveles de expresión, con respecto al ecotipo silvestre. Por 

otro lado, cuando estas plantas son inoculadas con el patógeno necrotrofo B. cinerea hemos 

observado que aumentan los niveles de expresión de los genes relacionados con JA, en 

detrimento de los de SA, siendo esta respuesta mayor que la observada en el ecotipo silvestre 

frente al mismo patógeno (Figura 2.10). La posible implicación de este tipo de proteínas con 

dominios kelch en la capacidad defensiva de las plantas ha sido estudiada por varios autores, 

destacando proteínas como COI1 o SON1 (Kim & Delaney et al., 2002; Guo & Stotz, 2007; 

Lorenzo et al., 2004; Thiel et al., 2012). Además, la actividad β-glucosidasa también puede 

estar implicada en este tipo de respuestas defensivas, como la respuesta a heridas en plantas 

de arroz (Opassiri et al., 2010). Por otro lado, la respuesta diferencial observada en las 

plantas de A. thaliana transformadas, de un aumento eficiente de la ruta del JA frente al 

patógeno necrotrofo, superior a la del ecotipo silvestre, en detrimento de la ruta del SA, 

podría ser debida a que proteínas con este tipo de dominios son capaces de reducir la 

respuesta mediada por SA (Zhang et al., 2013; 2015). 

En lo referente a las interacciones bióticas beneficiosas, al inocular estas plantas 

transgénicas con T. harzianum y T. parareesei pudimos observar un significativo aumento 

en la capacidad de colonización de sus raíces por ambos hongos, en comparación con el 

ecotipo silvestre de arabidopsis (Figuras 2.15 y 2.18) o la variedad comercial de colza 

(Figuras 2.47 y 2.52). De alguna forma, la presencia de Thkel1 en el genoma de estas plantas 

facilita la colonización radicular por parte de Trichoderma. Esto podría ser debido a la 

respuesta defensiva observada a nivel radicular en las plantas de arabidopsis que expresan 

Thkel1, donde ocurre un significativo aumento de la expresión de los genes relacionados con 

JA, mientras disminuyen los relacionados con SA en presencia de T. harzianum y T. 

parareesei, en comparación con las plantas sin inocular (Figuras 2.16 y 2.19). Mientras, en 

el ecotipo silvestre ocurre siempre un aumento de la expresión de los genes relacionados con 

SA en respuesta a la inoculación con estos dos hongos; aunque en el caso de T. parareesei 

también aumenta la expresión del gen de síntesis de jasmónico LOX1, resultados también 

observados por Rubio et al. (2014) y Pérez et al. (2015). Estos resultados guardan relación 
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con la investigación mostrada en el Capítulo 1 de esta Tesis, donde describimos el papel 

clave que juega el SA en el control de la colonización de raíz por Trichoderma (Alonso-

Ramírez et al., 2014), pudiendo ser menor la respuesta por SA en las plantas transgénicas 

mediante los mecanismos de ubiquitinación de las PALs descritos por Zhang et al. (2013, 

2015) para proteínas con dominios kelch. Otros autores indican que este tipo de proteínas 

son capaces de unirse a proteínas de defensa vegetal que se acumulan en respuesta a 

patógenos, provocando su degradación mediada por ubiquitina, como ocurre en las células 

gigantes formadas por el ataque de Meloidogyne incognita en raíces de arabidopsis (Curtis 

et al., 2013). 

En este sentido, comprobamos que el aumento en la colonización radicular por parte 

de T. harzianum redunda en mayor productividad de las plantas transgénicas de colza (Figura 

2.49) y arabidopsis (Figura 2.17). La capacidad de Trichoderma para aumentar la 

productividad de crucíferas ya había sido comprobada con la aplicación de T. asperellum 

(Kowalska, 2014) o T. koningii (Wang et al., 2009), pero no en el caso de T. harzianum, sin 

diferencias significativas a nivel de producción de semillas (Mohammadi & Rokhadi, 2012). 

En contraposición, la inoculación de colza (Figura 2.56) y arabidopsis (Figura 2.20) con T. 

parareesei no aumenta su productividad, incluso ésta se ve reducida cuando la inoculación 

se realiza en las plantas transgénicas. Estos resultados son contrarios a los descritos 

previamente en nuestro grupo de investigación, cuando se observó promoción del 

crecimiento en plántulas de tomate de una (Rubio et al., 2014) o cuatro semanas (Pérez et al. 

(2015) colonizadas por esta misma cepa de T. parareesei. 

Al observar que la introducción de Thkel1 en el genoma de plantas fue capaz de 

aumentar la colonización de raíces de colza y arabidopsis por parte de Trichoderma, 

realizamos nuevos estudios con los transformantes de Thkel1 silenciados, disponibles en 

nuestro grupo (Hermosa et al., 2011). Observamos que los transformantes silenciados de T. 

harzianum eran capaces de colonizar las raíces del ecotipo silvestre de A. thaliana en menor 

medida que la cepa silvestre T34 y control de transformación, siendo la colonización de las 

raíces de la variedad comercial de colza totalmente nula (Figuras 2.21 y 2.22). En lo referente 

a la productividad (Figura 2.24), la menor colonización de las raíces por los hongos 

transformantes silenciados repercute en una menor capacidad productiva, en comparación 

con la inoculación con T34. En este sentido, el papel de diferentes genes en la capacidad de 

colonización de raíces por Trichoderma spp. ha sido descrito por Bailey et al. (2006) en 
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cacao, a la vez que ha sido estudiado por otros autores. Se ha observado cómo la 

sobreexpresión de un gen que codifica una proteína expansina (“swollenin”) de T. 

asperellum en otras especies de Trichoderma aumenta su capacidad de colonización 

radicular de pepino, mientras que su silenciamiento reduce significativamente la penetración 

en la raíz (Brotman et al., 2008). De la misma forma, se ha comprobado como aumenta la 

expresión del gen TasHyd1 en T. asperellum, el cual codifica una hidrofobina, cuando el 

hongo coloniza las raíces de pepino (Viterbo & Chet, 2006), y de dos genes que codifican 

dos aspartil proteasas (Viterbo et al., 2004). O como el gen ThPG1, que codifica para una 

endopoligalacturonasa en T. harzianum, es necesario para la activación de la colonización 

radicular y la inducción de las defensas de la planta (Morán-Diez et al., 2009). Estos 

resultados descritos para otros genes concuerdan con los observados en nuestro caso, ya que 

hemos podido comprobar que la colonización de las plantas transgénicas de arabidopsis y 

colza que expresan Thkel1 con los transformantes de T. harzianum silenciados en ese mismo 

gen, no difiere de la observada en esas mismas plantas colinizadas con T34, por lo que, aún 

no siendo completamente funcional el gen en el hongo, vale con que la planta lo esté 

expresando. En este sentido, a igual capacidad de colonización por parte del hongo, 

observamos la misma productividad por parte de las plantas.  

Los resultados de colonización diferencial observados podrían tener relación directa 

con los niveles de expresión de los diferentes genes relacionados con la defensa que se han 

analizado (Figura 2.23). En este sentido, en las raíces del ecotipo silvestre de A. thaliana 

observamos que la inoculación con T34 y el control de transformación aumenta la expresión 

del gen de respuesta a SA (PR1), mientras que la inoculación con el transformante silenciado 

en Thkel1 aumenta la vía del JA. Esta diferencia observada con el mutante pensamos que 

tiene que ser debida a la incapacidad que el hongo está teniendo para colonizar las raíces de 

la planta y que, por lo tanto, esta no requiere activar su respuesta mediada por SA para 

impedir la masiva colonización del tejido vegetal por parte del hongo (Alonso-Ramírez et 

al., 2014). En el caso de la inoculación de la línea transgénica de A. thaliana con el Thkel1 

observamos cómo, independientemente de que sea T34, el control de transformación o el 

transformante silenciado, la respuesta defensiva radicular de la planta es siempre la misma, 

mediada por JA, posiblemente debido, al menos parcialmente, a la capacidad de proteínas 

con dominios kelch repetidos para inhibir la respuesta mediada por SA (Zhang et al. 2013; 

2015). 



DISCUSIÓN - CAPÍTULO II 

_______________________________________________________________________________ 

 

 

- 148 - 

En el caso de las plantas de tomate, los resultados fueron exactamente contrarios. La 

inoculación con el transformante de T. harzianum con el gen Thkel1 silenciado repercutía en 

una mayor colonización radicular que las inoculaciones con la cepa control T34 y el control 

de transformación. Además, la expresión de los genes relacionados con la defensa en las 

raíces de tomate siguió siempre la misma tendencia de aumento de SA y disminución de JA, 

sin importar la inoculación fúngica. Estos resultados demuestran que este gen tendría un 

papel importante únicamente en la colonización radicular de crucíferas por parte de T. 

harzianum, pero no de otras plantas como sucede con el tomate. Una de las principales 

diferencias entre las crucíferas y gran cantidad del resto de plantas es la presencia de 

compuestos alelopáticos, como los glucosinolatos (Cartea et al., 2010). La proteína Thkel1 

ayudaría de alguna forma a T. harzianum a disminuir la toxicidad antifúngica de este tipo de 

compuestos y permitiría su colonización, situación que no ocurre con otros hongos como los 

micorrícicos (Vierheilig et al., 2000). 

Todos estos resultados demuestran que la expresión en hongo y en planta del gen 

Thkel1 juega un papel muy importante en la capacidad de colonización de las raíces de las 

crucíferas por parte de Trichoderma. Futuras investigaciones deberían centrarse en 

determinar exactamente los cambios que ocurren en las raíces de estas plantas cuando son 

colonizadas por el hongo, estando o no el gen presente, con el fin de profundizar en la 

especial interacción que ocurre entre Trichoderma y Brassicaceae, pudiendo abrir la puerta 

a otras interacciones fúngicas de gran interés en agricultura. 
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CONCLUSIONES 

1. Trichoderma necesitaría suprimir, al menos parcialmente, el sistema inmune de la 

planta para colonizar la raíz, minimizando por tanto las defensas del hospedador. 

Posteriormente, se necesitaría una reactivación de las defensas mediadas por SA para 

evitar una invasión masiva de la raíz por parte del hongo. 

2. A pesar de que T. harzianum es un microorganismo beneficioso para la planta, es 

reconocido inicialmente como un agente invasor, y hemos comprobado que el SA 

juega un papel clave en esta interacción, ya que, en su ausencia, la planta no es capaz 

de evitar la entrada del hongo en el tejido vascular, lo que provocaría la muerte 

posterior de la planta, comportándose como un patógeno. 

3. La transformación de A. thaliana con el gen Thkel1 de T. harzianum le proporciona 

una mayor productividad de silicuas bajo estrés salino, además, mejora su resistencia 

sistémica frente al ataque de patógenos como B. cinerea. Esta transformación realizada 

en plantas de colza les proporciona una mayor capacidad germinativa, una mayor 

productividad de semillas, incluso bajo estrés salino y sequía, junto con una mejor 

resistencia sistémica frente al ataque de patógenos como Phoma lingam. 

4. El gen Thkel1 juega un papel clave en la capacidad de colonización radicular por parte 

de T. harzianum en crucíferas como A. thaliana y B. napus, mejorando también la de 

T. parareesei. 

(Conclusiones de la 5 a la 8 eliminadas en la versión electrónica pública) 
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