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Resumen

Trichoderma spp. es un género de hongos oportunista ampliamente distribuido que se encuentra
englobado dentro de la division Ascomycota. Por sus numerosas cualidades y las relaciones que
establece con el rizobioma de su hospedador vegetal, cuenta con numerosas posibles aplicaciones
en lo relativo al control biologico y a la bioestimulacion de cultivos agrarios. Se ha evidenciado en
investigaciones previas que Trichoderma spp. ejerce un efecto de priming o preparacion de la
defensa en las plantas con las que establece relacion. En el presente estudio mediante la aplicacion
de Trichoderma atroviride T11 se ha analizado el efecto que ejerce este hongo en el crecimiento de
plantas de tomate, y por otro lado los niveles de expresion de ciertos genes involucrados en el
desarrollo vegetal mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) tanto en plantas parentales
como de primera generacion, centrandose en examinar la posible heredabilidad de estos factores.
Finalmente, se concluydé que la cepa T11 promueve el crecimiento de las plantas de tomate
parentales comparado con plantas control sin tratar. En lo respectivo a la heredabilidad no se pudo
observar ningln patrén claro ni en relacion al crecimiento ni a la expresion génica.

Palabras clave: Trichoderma atroviride, heredabilidad, epigenética, control biologico, Solanum
lycopersicum.

Abstract

Trichoderma spp. is a widely distributed genus of opportunistic fungi belonging to the division
Ascomycota. Due to its numerous qualities and the relationships established with the rhizobiome of
its plant host, these fungi have many potential applications in biological control and biostimulation
of agricultural crops. Previous research has shown that Trichoderma spp. exerts a priming effect on
the plants with which it establishes a relationship. In the present study, by means of the application
of Trichoderma atroviride T11, the effect of this fungus on phenotypic growth of tomato plants has
been analysed, as well as the expression levels of certain genes involved in plant development by
real-time quantitative PCR (RT-qPCR) on both parental and first-generation plants, focusing on
examining the possible heritability of these factors. Finally, it was concluded that strain T11
promotes the growth of parental tomato plants compared to untreated control plants. In terms of
heritability, no clear pattern could be observed in relation to either growth or gene expression.

Keywords: Trichoderma atroviride, heritability, epigenetic, biological control, Solanum
lycopersicum.
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1. Introduccion

Trichoderma spp. es un género de hongos de la familia Hypocreaceae contenida dentro de la
division Ascomycota. Abarca mas de 250 especies, pudiendo ser teleomorfas (Hypocrea) o
anamorfas (7Trichoderma) (Bissett et al., 2015), entre las que encontramos desde simbiontes
mutualistas de plantas, patdogenas o parasitas de otros hongos, e incluso otras que pueden resultar
nocivas para humanos y animales (Sandoval-Denis et al.,, 2014). Es caracteristico por su alta
produccion de enzimas hidroliticas, principalmente enzimas degradantes de la pared flingica
(CWDE), metabolitos secundarios, compuestos organicos volatiles (VOC), especies reactivas de
oxigeno (ROS), y por su capacidad de transferencia lateral de genes, cualidades que le dotan de
especial interés en el control biolodgico (Druzhinina et al., 2018; Hermosa et al., 2014; Kubicek et
al., 2011). Gracias a su caracter oportunista, su alta tasa de crecimiento y la amplia variedad de
relaciones que establece, este género goza de un gran éxito, pudiéndose encontrar en una gama muy
diversa de ambientes y sustratos alrededor de todo el planeta, desde zonas tropicales a desérticas o
heladas (Hermosa et al., 2004; Kamel Madbouly, 2021). Sin embargo, las especies que nos traen al
motivo de este estudio son aquellas predominantes en el rizobioma de ecosistemas vegetales a las
cuales se puede sacar provecho en el ambito de la agricultura, donde son de especial interés dada su
utilidad aplicada a cultivos como agente de biocontrol o como suplemento para el crecimiento y

produccion de las plantas (Tyskiewicz et al., 2022).

Los mecanismos mediante los cuales Trichoderma spp. actia como agente de biocontrol son
los siguientes (Figura 1): 1) por parasitismo, nutriéndose a consta del patdgeno acabando finalmente
con ¢l; 2) por antibiosis, excretando moléculas en sus inmediaciones que retrasen el crecimiento del
patdgeno o directamente lo destruyan; 3) por competencia directa consumiendo de manera mas
rapida y eficiente la fuente nutricional del patégeno; 4) mediante resistencia sistémica inducida
(ISR) y/o resistencia sistémica adquirida (SAR) a la planta modificando su metabolismo y haciendo
que sintetice compuestos que reduzcan o eliminen por completo al patdogeno. Mientras que los tres
primeros puntos serian una forma directa de biocontrol, desencadenar la ISR de las plantas se
considera una forma indirecta (Monte y Hermosa, 2021). Al margen de sus mecanismos aplicados
al biocontrol sus efectos como suplemento en el crecimiento se dan principalmente por induccion de

la extension de la pared celular, el desarrollo de raices secundarias y pelos radiculares laterales



(aumentando la capacidad de absorcion de nutrientes) e incrementando la tasa fotosintética de las

plantas (Hermosa et al., 2013).
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Figura 1: Mapa de interacciones Trichoderma-planta-patégeno. Trichoderma produce
patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPs) y efectores, que se unen a
los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) y a los receptores intracelulares que
activan cascadas de quinasa activadas por mitégenos (MAPK), lo que conduce a la
reprogramacion de varias vias de la planta relacionadas con la defensa, es decir la
respuesta sistémica innata (ISR), la respuesta sistémica adquirida (SAR) y la respuesta
hipersensible (HR), asi como la interferencia en la homeostasis hormonal, es decir, las
vias del etileno (ET), acido abscisico (ABA), acido salicilico (SA) y acido jasmoénico
(JA). Las interacciones entre Trichoderma y los patdogenos toman varias formas a través
de la accion de diversas secreciones, entre las que se encuentran compuestos organicos
volatiles (VOC), enzimas degradantes de la pared celular (CWDE), especies reactivas de
oxigeno (ROS) y metabolitos secundarios (MS). Mediante la formacion de estas
interacciones, Trichoderma aumenta la tolerancia de las plantas contra el estrés bidtico y
abiotico, ya sea preparando las defensas de la planta, aumentando el crecimiento de la
planta o liberando la presion del patdégeno, lo que conduce a una respuesta mejorada del
crecimiento (modificado de Alfiky y Weisskopf, 2021).

Como se menciona anteriormente, el efecto de las diferentes cepas de Trichoderma spp. sobre

la respuesta defensiva de las plantas con las que establece relacion resulta de gran interés por su



posible aplicacion en cultivos de aprovechamiento humano, pudiéndose usar para combatir plagas
y/o diferentes tipos de estrés, dejando a un lado poco a poco otros remedios quimicos menos
sostenibles para el medio ambiente y adaptandose al cambio global que vivimos (Mukherjee et al.,
2013). En este sentido Trichoderma spp. provoca un fendémeno conocido como priming o
preparacion de la defensa, el cual se basa en estimular la capacidad defensiva de la planta,
provocando una induccion mas rapida, potente y eficiente de la resistencia basal, manteniendo a
¢sta en una especie de estado de alerta sin tener las defensas constantemente activadas (Conrath et
al., 2015). Esta preparacion de la planta por parte de Trichoderma spp. puede aportar una mayor
resistencia frente al estrés abidtico y bidtico alterando multiples vias en la que se ven implicadas
diferentes fitohormonas, entre las que estan: el acido salicilico (SA), involucrado en la SAR que
actiia frente patogenos biotroficos o hemibiotroficos, la cual se activa por la acumulacion de SA y
por la deteccion de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) (Gaftney et al., 1993); los
jasmonatos (JAs) y el etileno (ET), involucrados en las ISR que actiia en la inmunidad contra
necrétrofos, la cual se activa con la acumulacion de éstos y por la interaccion planta-
microorganismo con bacterias y hongos no patdégenos de la rizosfera como es el caso de
Trichoderma spp. (Van Wees et al., 2008); y el 4cido abscisico (ABA), las auxinas (IAA) y las
giberelinas (GA), siendo en conjunto importantes en la regulacion del crecimiento y la defensa de la

planta.
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El priming inducido por el contacto inicial entre Trichoderma y la planta involucra varias
localizaciones celulares (Figura 2), actuando sobre objetivos como: metabolitos secundarios

conjugados almacenados en vacuolas, que pueden ser hidrolizados, activados y liberados al



citoplasma; ROS, que pueden interactuar con vias dependientes de SA, JA y/o ABA; y por ultimo

mediante cambios epigenéticos a nivel de ntcleo (Pastor et al., 2013).

La epigenética se puede definir como cualquier regulacion de la expresion génica que no
implique cambios en la secuencia del DNA. Esta describe el fendmeno en el cual células u
organismos que son genéticamente idénticos expresan sus genomas de forma diferente, causando
diferencias fenotipicas. Las modificaciones epigenéticas inducidas por la interaccion planta-
Trichoderma y el ambiente que los rodea pueden ejercer su efecto de priming mas alla de las
plantas de la generacion parental, llegando a ser heredadas a la primera generacion (F1) e incluso a

su posterior descendencia (Moran-Diez et al., 2021).

Sin entrar en demasiados detalles de la compleja regulacion de las marcas epigenéticas, uno de
los mecanismos es el mediado por sSRNAs (small RNAs), fragmentos de RNA de entre 21 y 24
nucledtidos que van a provocar ciertas regulaciones génicas actuando de diferentes maneras, ya sea
uniéndose a DNA, mRNA o sRNAs complementarios, bloqueando asi su transcripcion, haciendo
que cierta proteina no se sintetice o bloqueando su traduccion respectivamente. Entre los SRNAs
tenemos diferentes tipos, siendo los mas relevantes los siRNA (RNA de silenciamiento) o miRNA

(micro RNA) (Moran-Diez et al., 2021).

2. Objetivos

Trichoderma es un hongo que conforma gran parte de los compuestos de control bioldgico
comercializados (Sood et al., 2020; Verma et al., 2007), habiendo sido su eficiencia demostrada
aplicandose tanto para combatir patdgenos como para favorecer el crecimiento y la mejora de la
produccion en cultivos vegetales. Los efectos asociados a su aplicacion pueden aportar beneficios a
las plantas con las que establece relacion mas alla de la generacion en la que establece contacto,
heredando la progenie ciertas regulaciones involucradas en la induccion de la defensa y el

crecimiento (Monte y Hermosa, 2021).

La hipdtesis de este Trabajo de Fin de Grado es poder determinar los efectos de la cepa T11 de

Trichoderma atroviride sobre plantas de tomate tanto parentales, como la progenie de primera



generacion con el fin de comprobar si puede haber un factor heredable ligado a ciertas marcas

epigenéticas inducidas por la interaccion Trichoderma-tomate.

Los objetivos especificos del presente estudio son:
1. Evaluar in vivo el potencial de T. atroviride como suplemento en el crecimiento de plantas de
tomate bajo condiciones controladas.
2. Analizar el efecto de T. atroviride T11 en los niveles de expresion de genes relacionados con la
defensa en tomate y el crecimiento y ver si este efecto pudiese ser heredado por la siguiente

generacion.

3. Materiales y métodos

3.1. Microorganismos y semillas de tomate

Trichoderma atroviride IMI 352941 (CABI Bioscience, Egham, Reino Unido) y referenciada
en este estudio como cepa T11, fue obtenida del cultivo previo en placas de Petri con medio solido
agar de patata dextrosa (PDA) a 28°C de temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad.

Todas las semillas de tomate utilizadas en este estudio corresponden a la variedad Solanum
lycopersicum “Marmande” (Eurogarden, Barcelona, Espana). Previamente a este estudio, semillas
de tomate de primera generacion (F1) fueron obtenidas de un estudio en el que plantas de tomate
fueron tratadas con T11 y comparadas con las plantas control sin tratar bajo condiciones controladas
de luz, temperatura, humedad ambiental y humedad del suelo de las macetas en invernadero
(Moran-Diez et al., sin publicar).

Las semillas fueron desinfectadas con etanol al 70% en agitacion durante 10 minutos, seguido
de 10 minutos sumergidas en una solucion de hipoclorito de sodio comercial al 50%. Finalmente las
semillas se lavaron con agua estéril durante 1 minuto, repitiendo este Ultimo paso tres veces antes

de su uso final.

3.2. Diserio del experimento, tratamiento de las plantas, medidas y toma de muestras

Antes de comenzar el ensayo se establecieron los diferentes tratamientos a aplicar en cada
grupo de plantas, utilizando 3 réplicas biologicas por cada uno, teniendo finalmente 6 tratamientos:
FO-C y FO+T11 (plantas parentales sin tratar y tratadas con la cepa T11, respectivamente); F1-C y

FI-T11 (plantas de primera generacion cuyas semillas se obtuvieron de los tratamientos FO-C y



FO+T11, respectivamente, y sin tratamiento adicional); y F1-C+T11 y FI-T11+T11 (plantas de
primera generacion cuyas semillas se obtuvieron de los tratamientos FO-C y FO+Tl11,
respectivamente, y que fueron tratadas con la cepa T11).

La suspension de conidios de Trichoderma se obtuvo de placas con medio PDA ya esporuladas
vertiendo 1 mL de agua estéril, mediante deslizamiento con asa de siembra a lo largo del cultivo y
haciendo pasar la solucion resultante a través de lana de vidrio, traspasandolo finalmente a otro tubo
para eliminar posibles restos de micelio y medio de cultivo. La solucién de esporas resultante fue
sometida a una dilucidn seriada hasta obtener una concentracion 1/100 respecto a la inicial.

Su concentracion fue determinada mediante microscopia en una camara de recuento Thoma. Se
prepard 1 mL de suspension de 1x10* de conidios de 7. atroviride T11 para cada 40 semillas de
tomate desinfectadas, o bien, 1 mL de agua estéril para cada 40 semillas usadas como control,
después fueron desecadas por separado en placas de Petri dentro de una campana de flujo laminar
en condiciones de asepsia.

Se prepararon 6 bandejas de pléstico con 60 alvéolos de 4 x 4 x 4 cm conteniendo una mezcla
3:1 de sustrato (50% de arcilla y 50% de fibra de coco; 0,8 kg/m3 de NPK 14-16-18 (N-P205-K20)
y pH 6-6,5) y vermiculita; y se inund6 cada una de las bandejas con 1 L de agua. Se sembro una
semilla por alvéolo, se cubri6 cada bandeja con papel film para retener la humedad durante la fase
de germinacion y se pasaron las bandejas a una camara de cultivo bajo condiciones controladas de
humedad (60%), un fotoperiodo de 16 horas de luz y una temperatura de 20 °C.

Durante los dias posteriores se hizo un seguimiento del porcentaje de germinacion, siendo la
media superior al 91% al 7° dia de pasar las semillas al sustrato. Se aplic6 un riego de 3 mL/planta y
0,5 L por bandeja de solucion Hoagland a 0.5X de concentracion. En el 14° dia se realizdo un
trasplante de 30 plantas de cada condicion a alvéolos de 6 X 6 x 6 cm, aplicando un riego de 50
mL/planta de agua para asentar el sustrato, quedando un total de 180 plantas (5 plantas por réplica
biologica y 3 réplicas biologicas por tratamiento). Las plantas se regaron cada 2 dias alternando 50
mL/planta de agua con una solucion de Hoagland (0.5X) hasta la recogida de muestras. A los 28
dias desde la germinaciéon se tomaron fotografias comparativas y las medidas de todos los
individuos para evaluar los efectos de cada tratamiento, apuntando la longitud que tenia cada planta
desde los cotiledones hasta la parte superior mas joven del 4pice. Posteriormente, se llevé a cabo la
toma de muestras, recogiendo para la medida de la expresion génica posterior material vegetal
correspondiente al &pice y a los foliolos mas jovenes e inmediatamente fueron pasadas a nitrogeno

liquido para su posterior conservacion a -80°C hasta el momento de la extraccion de RNA.



Finalmente contamos con 54 muestras, 18 por réplica biologica, teniendo un total de 9 plantas por

cada uno de los 6 tratamientos.

3.3. Extraccion de RNA, sintesis de cDNA y PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR)

La extraccion de RNA se realizé a partir de 100 mg de material vegetal usando el reactivo
TRIzol reagent (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), comprobando la calidad en un
gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, y midiendo sus datos de absorbancia a 260 y
280 nm para determinar su concentracion y pureza a través del espectrofotometro ‘“NanoDrop
Spectrophotometer® ND-1000” (Thermo Scientific); la posterior sintesis de cDNA se realizd
tratando primeramente la muestra con DNase RQ1 (Promega, Espafia) utilizando una mezcla de
primers oligo(dT) y de primers hexameros aleatorios (Random 6-mers) (Takara Inc., Tokio, Japon),
siguiendo el protocolo indicado por la casa comercial. Se seleccionaron ocho genes marcadores
relacionados con la biosintesis de SA [/CS/ (sintesis de la proteina isocorismato sintasa 1) y PALS
(sintesis de la proteina fenilalanina amonio-liasa 5)] y de JA [TomLoxC (sintesis de la proteina
lipoxigenasa C)], las vias de defensa dependientes de SA [PRIbI (sintesis de la proteina
relacionada con la patogénesis 1b1)], JA [PINII (sintesis de la proteina inhibidora de la proteinasa
inducida por la herida I1)] y MYC?2 (factor de transcripcion MYC?2), y los genes AREB2 y LERBOH1
que codifican una proteina de union al elemento de respuesta al ABA y una NADPH oxidasa
implicada en el estallido oxidativo, respectivamente. El analisis se llevo a cabo mediante qRT-PCR
utilizando el kit SYBR FAST KAPA (Biosystems, Buenos Aires, Argentina) en un termociclador
StepOnePlus (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), estableciendo un programa con 3 min a
95 °C para su desnaturalizacion inicial, seguidos de 40 ciclos de 3 s a 95 °C (desnaturalizacion) y 30
s a 60 °C (anillamiento), y finalmente una curva de fusiéon (15sa 95°C, 1 mina 60 °Cy 15sa 95
°C). Estos genes marcadores fueron elegidos por su utilidad en estudios transcriptoémicos previos
sobre las interacciones Trichoderma-tomate (Rubio et al., 2014; Malmierca et al., 2015; Medeiros et
al., 2017). Todas las reacciones se realizaron por triplicado en un volumen total de 10 pL. Los
oligonucledtidos utilizados para comprobar la expresion de estos genes se pueden consultar en la
tabla adjunta (Tabla 1), cuyas pendientes y eficiencias fueron calculadas con anterioridad. Los
niveles de expresion relativa se calcularon a partir del ciclo umbral (Ct) utilizando el método 24¢7

(Schmittgen y Livak, 2008) y como gen de referencia enddgeno el transcrito de a-actina.



Tabla 1: Lista de oligos especificos usados en este estudio.

Gen Via de sefializacion vegetal (SSe::teiI(llf)l/fnotlilsi(:lsti(gof )
4CT Gen endogeno CACCACTGCTGAACGGGAA
GGAGCTGCTCCTGGCAGTTT
AREB Respuesta del acido abscisico (ABA) GGTATCCCTGATCCAGCACTC
CACATAAGGAACTGGAGATACAG
1CS] Via d§l shikirpato para _la GTTCCTCTCCAAGAAATGTCC
sintesis de acido salicilico (SA) TCCTTCAAGCTCATCAAACTC
LERBOHI Biosintesis de especies reactivas de | GTCAGGCTTCTACAGAAAAC
oxigeno (ROS) GTTGATTACAGTAGCCGGTTC
. CTGAAAAGAAGCCGAGGAAGC
MYC2 Respuesta de jasmonatos (JAs) GCATCTCCAAGAAGTGATGCC
PRIbI Respuesta de SA GCACTAAACCTAAAGAAAAATGGG
AAGTTGGCATCCCAAGACATA
PINII Respuesta de JAs GGCCAAATGCTTGCACCTTT
CGTGGTACATCCGGTGGGATA
TomLoxC Biosintesis de acido jasmonico TCCGGCAACACCGTTTACTC
GTCAATGGCCGGAAAATGTG
PALS Via de los fenilpropanoides ACGGGTTGCCATCTAATCTG
para la biosintesis de SA TGGCTGAAATTAAGCCCAAG

3.4. Analisis de datos

Los datos fueron obtenidos a partir de las tres réplicas biologicas. Las medidas de altura y los
niveles de expresion génica de las plantas de tomate se sometieron a un analisis tipo ANOVA con el
programa informatico StatView 5 (SAS Institute Inc.) con un intervalo de confianza del 95% (test

LSD de Fisher (p < 0,05)).

4. Resultados

4.1. Efecto de T. atroviride T11 en el crecimiento de plantas de tomate

Los datos de altura fueron tomados anotando la medida comprendida desde los cotiledones
hasta el apice de 9 plantas de cada condicion a los 28 dias de crecimiento bajo condiciones
controladas de humedad y temperatura en una camara de cultivo como se especifica en el apartado

3.2 de Materiales y métodos.

4.1.1. Efecto de T. atroviride T11 en el crecimiento de plantas parentales (F()
El analisis de las plantas parentales mostré una mayor altura en aquellas que fueron tratadas
con la cepa T11 (FO+T11) con respecto a las plantas control sin tratar (FO-C) (Figura 3A), siendo la

diferencia entre ambos tratamientos significativa (Figura 3B).
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Figura 3. Analisis comparativo de plantas de tomate parentales de 28 dias de crecimiento tratadas con la cepa T11
(FO+T11) y control sin tratar (FO-C). (A) fotografia del porte de una de las plantas de cada tratamiento; (B) medidas
estadisticas. Los valores son la media de nueve plantas (n = 9) con sus respectivas desviaciones estandar. Valores
seguidos por diferente letra en el superindice son significativamente diferentes, de acuerdo al test LSD de Fisher (p <
0,05).

4.1.2. Efecto de T. atroviride T11 en el crecimiento de plantas de primera generacion (F1)

Las semillas F1 provenientes de plantas de tomate parentales tratadas con la cepa T11 (FI1-T11)
dieron lugar a un fenotipo opuesto al observado en dichas plantas parentales (FO+T11) cuando se
compar6 con su control (F1-C). En este caso, las plantas del tratamiento F1-C fueron

significativamente mas altas que las del tratamiento F1-T11 (Figura 4).
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Figura 4. Analisis comparativo de plantas de tomate de la primera generacion (F1) de 28 dias de crecimiento
provenientes de plantas tratadas con la cepa T11 (F1-T11) y control sin tratar (F1-C). (A) fotografia del porte de una de
las plantas de cada tratamiento; (B) medidas estadisticas. Los valores son la media de nueve plantas (n = 9) con sus
respectivas desviaciones estandar. Valores seguidos por diferente letra en el superindice son significativamente
diferentes, de acuerdo al test LSD de Fisher (p < 0,05).



4.1.3. Comparacion del efecto de T. atroviride T11 en el crecimiento de individuos parentales
respecto a individuos de primera generacion

Teniendo en cuenta los resultados observados en las plantas F1, se incluy6 en el estudio un
tercer tratamiento en el cual las semillas F1 (F1-C y F1-T11) fueron tratadas con la cepa T11 (F1-
C+T11 y F1-T11+T11). Entre los individuos de primera generacion los tratamientos mediante los
cuales se alcanzo mayor altura fueron F1-C, F1-C+T11 y F1-T11+T11. El hecho de afadir T11 a
las semillas del tratamiento F1-T11 parece revertir el menor desarrollo de la planta observado con
respecto a su control (comparativa entre F1-C y F1-T11) ya que entre las plantas F1-C, F1-C+T11 y
F1-T11+T11 no se observaron diferencias significativas (Figura 5). Mientras que las plantas control
parentales (FO-C) y su progenie (F1-C) mostraron diferencias significativas, siendo las plantas de
primera generacion (F1-C) de mayor tamaio, las plantas F1-T11 mostraron una altura similar a las
plantas parentales tratadas con T11 (FO+T11) (Figura 5). Si comparamos las plantas del tratamiento
FO+T11 con las del tratamiento F1-T11, las cuales no fueron tratadas con la cepa T11, se pudo
observar un tamafio similar de las plantas, incluso en ausencia de T11. Una vez anadido TI11
(plantas del tratamiento F1-T11+T11), el tamafo de las plantas increment6 significativamente
comparado a las plantas F1-T11. No obstante hay que tener en cuenta que las plantas control de la
progenie (F1-C) y las que fueron tratadas con la cepa T11 (F1-C+T11) también presentaron un

incremento en la altura.
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Figura 5. Altura media en plantas de tomate parentales (FO) y de primera generacion (F1) en relacion a los diferentes
tratamientos aplicados. Valores seguidos por diferente letra son significativamente diferentes, de acuerdo al test LSD de
Fisher (p < 0,05).
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4.2. Efecto de T. atroviride T11 sobre los niveles de expresion génica en plantas de tomate
Los datos de expresion génica fueron evaluados a partir de hojas de plantas de tomate de 28
dias de crecimiento bajo condiciones controladas de humedad y temperatura en una camara de

cultivo como se especifica en el apartado 3.2 de Materiales y métodos.

4.2.1. Efecto de T. atroviride T11 en la expresion de genes de respuesta a distintos procesos
celulares de plantas parentales (F()

Los genes evaluados estan relacionados con distintos procesos celulares como la defensa, el
metabolismo o el desarrollo. Las plantas tratadas con la cepa T11 mostraron una disminucion en la
expresion de los genes AREB2, LERBOHI, y PINII comparado con las plantas control. En cambio,
la expresion de los genes PRIbI y MYC2 aument6 significativamente en las plantas del tratamiento
FO+T11. El resto de genes analizados no mostraron diferencias significativas entre los dos

tratamientos analizados (Figura 6).
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Figura 6: Expresion relativa de los genes AREB2, LERBOHI, PRI1bl, PINII, MYC2, ICS1, PALS, y TomLoxC en
plantas de tomate parentales de los tratamientos FO-C (control) y FO+T11 (plantas tratadas con T11). Los datos son
expresados como la cuantificacion relativa de la expresion génica. Se tomd como condicion basal los niveles de
transcrito obtenidos en plantas de la condicion parental control (FO-C) sin T11 (24T = 1). Valores seguidos por
diferente letra son significativamente diferentes, de acuerdo al test LSD de Fisher (p < 0,05).

4.2.2. Efecto de T. atroviride TI11 en la expresion de genes de respuesta a distintos procesos
celulares de plantas de primera generacion (F1)
En relacion a la progenie, la comparativa entre los tratamientos F1-C y F1-T11 no mostr6

diferencias significativas en ninguno de los genes evaluados (Figura 7).
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Figura 7: Expresion relativa de los genes AREB2, LERBOHI, PRI1bl, PINII, MYC2, ICS1, PALS, y TomLoxC en
plantas de tomate de la primera generacion (F1) de los tratamientos F1-C (control) y F1-T11 [de semillas obtenidas de
plantas tratadas con T11 (FO+T11)]. Los datos son expresados como la cuantificacion relativa de la expresion génica. Se
tomo como condicién basal los niveles de transcrito obtenidos en plantas de la condiciéon control (F1-C) sin T11 (24T
= 1). Valores seguidos por diferente letra son significativamente diferentes, de acuerdo al test LSD de Fisher (p < 0,05).

4.2.3. Comparacion del efecto de T. atroviride T11 en la expresion de genes de respuesta a distintos
procesos celulares de plantas parentales (F() respecto a individuos de primera generacion (F1)
Para poder tener una vision global de los patrones de expresion de los genes analizados en las
comparativas entre las plantas parentales y las plantas F1, se realizd un analisis de la varianza de
cada gen para cada uno de los tratamientos evaluados en su conjunto, tomando como referencia la
condicion FO-C (ver Tabla 2). Los genes PINII, ICS1, PALS, y TomLoxC no mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos. La expresion del gen AREB2 fue diferencialmente menor en
plantas de los tratamientos FO+T11 y F1-C+T11 en comparacion con las de FI-T11+T11. Plantas
parentales tratadas con la cepa T11 (FO+T11) mostraron una reduccioén en la expresion del gen
LERBOHI] significativa con respecto al tratamiento F1-C. En cuanto al gen PRIbI, se pudo
observar un aumento muy considerable de su expresion relativa en los parentales tratados con T11
(FO+T11) en comparacion a todas las demas condiciones. Por ultimo, en lo que respecta a la
expresion del gen MYC2, ésta fue significativamente mayor en los tratamientos F1-C y F1-T11
respecto al resto de tratamientos, exceptuando F0+T11, con el cual no se pudieron apreciar

diferencias significativas.
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Tabla 2. Expresion relativa de genes implicados en diversos procesos celulares en plantas de tomate de 28 dias
parentales (FO) y de primera generacion (F1) de los seis tratamientos analizados (FO-C, FO+T11, F1-C, F1-T11, F1-
C+T11,y F1-T11+T11).

Gen F0-C FO+T11 F1-C F1-T11 F1-C+T11 F1-T11+T11
AREB2 094+ 0,12bc* 037+ 0,32¢ 0,556+ 025bc 0,40+ 0,13bc 0,83 + 0,29¢ 1,10 + 0,78ab

;’II;RBO 1,14+ 0,23bc 0,60 + 0,20c 1,21+ 0,25ab 0,73 +£ 0,21bc 1,07 £ 0,56bc 1,08 £ 0,26bc

PRI1b1 1,30 + 0,48b 9,46 + 4,88a 0,75+ 0,21b 1,09+ 0,13b 0,25+ 0,23b 0,54 + 0,32b
PINIT 1,05+ 0,07a 0,46 + 0,08a 0,85+ 0,14a 0,75+ 0,22a 0,72+ 0,67a 0,97 + 0,16a
MYC? 1,00+ 0,01b 1,31+ 0,18ab 1,35+ 0,05a 1,35+ 0,082 1,16+ 0,15b 1,29 + 0,10b
ICS1 1,22+ 0,47a 1,24+ 0,27a 1,34+ 0,42a 1,06 + 0,12a 1,43+ 0,75a 1,59 + 0,48a
PALS 1,13+ 0,49a 1,02+ 0,37a 1,22+ 0,45a 1,00+ 0,50a 1,18 + 0,27a 1,36 + 0,45a

g"mL"x 1,07+ 0,12a 1,30+ 048 1,54+ 0,7la 0,77+ 0,17a 1,18+ 0,76a 1,14 + 0,33a

*Los datos son expresados como la cuantificacion relativa de la expresion génica + la desviacion estdndar. Se tomd
como condicidn basal los niveles de transcrito obtenidos en plantas de condicion control (FO-C) (24T = 1). Valores
seguidos por diferente letra para cada gen son significativamente diferentes, de acuerdo al test LSD de Fisher (p < 0,05).

5. Discusion

Trichoderma es un género de hongos complejo que incluye alrededor de 400 especies segun el

International Committee on Taxonomy of Trichoderma (ICTT) (https:/trichoderma.info/). Su

aplicacion requiere un estudio exhaustivo a nivel molecular ya que su uso como agente de
biocontrol o como bioestimulante no debe ser considerado en el amplio espectro del género sino a
nivel de especie e incluso de cepa. En este estudio analizamos el comportamiento de plantas de
tomate de la variedad “Marmande” en su interaccion con 7. atroviride T11 y si un posible efecto

“Trichoderma” desencadenado en las plantas parentales puede ser heredado por la progenie.

5.1. La cepa TI1 estimula el crecimiento de plantas de tomate de 4 semanas en F0 pero su efecto
no parece ser heredado por la progenie (F'1)

En las condiciones establecidas para nuestro estudio hemos observado un efecto positivo en el
desarrollo de plantas FO tratadas con la cepa T11 (FO+T11) en comparacion con las plantas control
(FO-C). El papel de distintas especies de Trichoderma como promotor del crecimiento estd bien
documentado (Salas-Marina et al., 2011; Tucci et al., 2011; Vinale et al., 2008); no obstante, cada
vez hay mas estudios que sugieren que esta propiedad no es especifica de todas las especies de
Trichoderma, sino que estd fuertemente conectada a otro tipo de factores como pueden ser la
especificidad con la planta hospedadora, el método de aplicacién de la cepa, y las condiciones

ambientales de crecimiento del sistema entre otros (Moran-Diez et al., 2020; Nieto-Jacobo et al.,
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2017; Shukla et al., 2015; Singh et al., 2016; Zhang et al., 2016). Un estudio realizado por Tucci et
al. (2011) mostraba que la eleccion de la cepa de Trichoderma asi como la variedad de planta de
tomate utilizada eran puntos clave para conseguir resultados de promocién del crecimiento de la
planta. En este caso, la cepa T. atroviride P1 no generaba una promocion del crecimiento en todas

las variedades de tomate, resaltando asi la importancia del genotipo de la planta tratada con

Trichoderma (Tucci et al., 2011).

Son pocos los estudios que abordan la heredabilidad del efecto “Trichoderma” en plantas de
tomate. Medeiros et al. (2017) observaron un incremento en la biomasa de plantas de primera
generacion provenientes de plantas parentales tratadas con la cepa T11. En nuestro estudio, no
obstante, las plantas del tratamiento F1-T11 mostraron un tamafio menor en comparacion con su
control F1-C, a pesar de que estos autores utilizaron el mismo método de aplicacion de la cepa, y la
misma concentracion en la solucion de conidios con la que se realizo el pildorado de las semillas
(1x10* esporas/mL); sin embargo, el tiempo de desarrollo con el que evaluaron las plantas fue
menor (dos semanas) en comparacion a los 28 dias de desarrollo de las plantas de nuestro estudio
(Medeiros et al., 2017). En nuestro caso parece no haber efecto memoria del factor “Trichoderma”
aunque, si bien es cierto que, las plantas presentan un porte similar a sus parentales (FO+T11) sin
haber aplicado la cepa T11. No obstante, el hecho de que las plantas F1 control presentan a su vez
un mayor porte que su control parental (FO-C) no permite llegar a una conclusion certera respecto a

la heredabilidad de dicho efecto.

Casi todos los estudios de heredabilidad estan relacionados con marcas de memoria frente a
estreses abioticos y bidticos como pueden ser HAGs, AGO y/o metilaciones y desmetilaciones que
actiian en promotores de genes relacionados con estas regulaciones frente al estrés (De Palma et al.,
2019). El caso de Trichoderma es particular ya que no es patdgeno pero al establecer su primer
contacto con la planta, en la respuesta temprana, ésta lo asimila inicialmente como un ataque, lo
cual desencadena una serie de eventos: la rapida liberacion de ROS, deposicion de callosa, afluencia
de calcio y acumulacion SA en el sitio de contacto con Trichoderma, asi como la activacion de la
defensa sistémica. Trichoderma spp. y la planta terminaran por equilibrar esta respuesta temprana
vegetal en un beneficio mutuo, regulando la homeostasis y reduciendo la sintesis de polimeros de
barrera lipidica de la planta, asi como disminuyendo la produccién de SA (Alonso-Ramirez et al.,
2014). Esto marca un punto importante a tener en cuenta respecto al momento de la internacioén y

desarrollo de la planta en el que tomar la muestra de material vegetal para su posterior analisis,
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pudiendo variar los niveles de expresion dependiendo del estadio en el que se encuentre la

interaccion planta-Trichoderma y la etapa vital de la planta.

5.2. Los genes de respuesta a distintos procesos celulares no presentan un patron claro que pudiera
ser considerado heredable

Una primera aproximacion al estudio molecular de este efecto se enfocd en el estudio de la
expresion génica de varios genes involucrados en rutas de sefnalizacion hormonal. Muchos de los
genes parecen estar regulados por miRNAs que pueden alterar la expresion de éstos ya que se ven
regulados por factores de transcripcion (Mordn-Diez et al.,, 2021). Asi el miRNA393 esta
relacionado con procesos de desmetilacion de regiones promotoras de genes como MYC2 que es un
regulador de un amplio nimero de procesos bioldgicos que ocurren en la planta, entre ellos
actuando como un eje regulador dentro de la sefalizacion fitohormonal integrando en una compleja
red sefales endogenas y exdgenas que dan forma al crecimiento y desarrollo de la planta (Kazan y
Manners, 2013). En nuestro estudio el gen MYC2 aumentd su expresion en plantas FO+TI11
comparadas con su control (FO-C) (Figura 6). Estos resultados han sido observados por otros
autores, por poner un ejemplo, se mostrd que la aplicacion de 7. asperellum TaspHul provocaba un
incremento de la expresion de MYC2 respecto a los controles sin tratar (Yu et al., 2021). Sin
embargo diferentes estudios han encontrado que la aplicacion de Trichoderma no produce un
cambio significativo en la expresion del gen MYC2 o como mucho una ligera represion después de
24 horas (Moran-Diez et al., 2021), la explicaciéon mas sencilla a esto es que la planta pasa a
priorizar su crecimiento mientras permiten la colonizacion de las raices por Trichoderma. No
obstante, este efecto no se observo en la progenie donde las plantas del tratamiento FI1-T11 no
mostraron una diferencia significativa en la expresion de este gen en comparacion con las plantas
control (F1-C) (Figura 7).

En el caso de AREB2, es un factor de transcripcion involucrado en la regulacion del ABA,
modula el crecimiento vegetal mediante su uniéon a promotores de genes que intervienen en el
transporte de azucares, esta sefial activa transcripcionalmente la expresion de SUT2 (y
probablemente de otros genes regulados por AREB?2), resultando finalmente en la acumulacién de
azucares solubles que van a influir en la germinacion, la tolerancia al estrés abiotico, la senescencia
foliar, la calidad de la fruta y el crecimiento y desarrollo de la planta (Ma et al., 2017; Yoshida et
al., 2010). Ademas, este factor de transcripcion puede verse regulado por ciertas marcas

epigenéticas que afectan a sus promotores como pueden ser la modificacion de la estructura de la
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cromatina, metilaciones, transposones y otras provocadas por la actuacion de siRNAs (Vendramin
et al., 2020). En los resultados del presente estudio pudimos observar como la expresion de AREB?2
se veia significativamente reducida en los parentales tratados con T11 (FO+T11) respecto al
tratamiento control (FO-C) (Figura 6), algo que también se observo en el estudio de Rubio et al.
(2017) donde la aplicacion de T. harzianum T34 disminuia la expresion de AREB2 frente a sus
respectivos controles sin tratar. No obstante, otros estudios indican que la aplicacion de T.
parareesei T6 incrementaba la expresion de AREB2 frente a los controles sin T6 (Rubio et al.,
2014). De nuevo observamos la variabilidad entre las distintas especies de Trichoderma. Sin
embargo, cuando se analizan los distintos tratamientos en su conjunto (Tabla 2), se observd una
tendencia al aumento de la expresion en plantas de la progenie, concretamente, aquellos
tratamientos con T11 (F1-C+T11 y FI-T11+T11) con respecto a sus controles (F1-C y FI-T11)
aunque estas diferencias no llegaron a ser significativas. No se hallaron diferencias significativas en
los niveles de expresion en las F1-T11 respecto a los parentales con T11 (FO+T11).

Por otro lado, el gen TomLoxC y otros de la familia de las lipoxigenasas desempefian un papel
importante en los procesos fisiologicos como la germinacion de las semillas, la maduracion de los
frutos, la produccion de semillas y la senescencia, a su vez desempeilan un papel clave en las
respuestas de defensa contra el estrés ambiental bidtico y abiotico (Viswanath et al., 2020). Ademas
tiene un gran interés debido a que estd involucrado en la produccion de compuestos volatiles C5, los
cuales tienen un papel relevante en el sabor de los tomates frescos (Shen et al., 2014). Aunque se ha
observado que la expresion de TomLoxC se veia aumentada significativamente en dos especies
diferentes de tomate tras la aplicacion de Trichoderma (Risoli et al., 2022), en nuestro estudio se
pudo observar como los niveles de expresion de TomLoxC no presentaban diferencias significativas

entre ninguno de los seis tratamientos (Tabla 2).

Aunque los resultados obtenidos en este estudio no muestran un patron claro, tanto de
crecimiento como de expresion génica, entre las plantas parentales (F0O) y las plantas de primera
generacion no tratadas con la cepa T11 (FI1-C y FI-T11), ni se pueda hacer una conclusiéon certera
sobre la heredabilidad del efecto “Trichoderma”, se ve necesario abordar otros estudios a nivel
molecular enfocados a la identificacion de miRNAs en estas muestras y los genes dianas afectados
por ellos, asi como el andlisis de la expresion de los genes abarcados en este estudio, y de otros,
ante la presencia de un estrés biotico o abidtico. De esta manera, se podra tener una vision mas

precisa de si existe realmente un efecto “Trichoderma” que pudiera ser heredado por las plantas de
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la primera generacion en relacion no solo al desarrollo de la planta, sino a las defensas, lo cual
podria tener interesantes aplicaciones tanto en el biocontrol como en la bioestimulacion de cultivos
de interés agricola y/o poblaciones vegetales de interés conservacionista afectadas por ciertos

patogenos.

6. Conclusiones

1. La cepa T11 promueve el crecimiento de las plantas de tomate parentales comparado con

plantas control sin tratar.

2. La progenie de plantas que fueron tratadas con la cepa T11 (F1-T11) no parecen mostrar un

efecto memoria en relacion al crecimiento observado en sus parentales.
3. No se observa una correlacion en cuanto a la expresion de genes relacionados con rutas de

sefalizacion en plantas de tomate parentales y plantas de la primera generaciéon que pueda

llevar a pensar en una heredabilidad del efecto “Trichoderma”.
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