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RESUMEN

EVALUACION DEL PAPEL DE Swol DE Trichoderma atroviride EN LA
INTERACCION CON PLANTAS DE CHILE VARIEDAD MIRASOL

Palabras claves: Endofitos, swollenina, PGPM, tolerancia, estrés abidtico,

resistencia a hongos fitopatégenos

El cultivo de chile (Capsicum annuum) es considerado uno de los cultivos
mas importantes del mundo. Uno de los principales desafios que presenta la
diversidad de chiles en México, como muchos otros cultivos, es la
disminucién de su produccién. Las principales causas son el crecimiento
deficiente de las plantas y la destruccion de cultivos debido a factores
bidticos y abioticos. El cultivo productivo del chile implica un uso excesivo e
indiscriminado de agentes quimicos; para reducir el uso de estos quimicos y
contrarrestar los dafios que estos producen tanto al ambiente como al ser
humano, una alternativa ha sido implementar el uso de microorganismos
promotores del crecimiento vegetal (PGPM) por su capacidad de estimular
directamente el crecimiento de las plantas e inducir resistencia sistémica a
través de diversos mecanismos. El género Trichoderma tiene una larga
tradicion de uso en la agricultura y la industria. Varias especies de
Trichoderma establecen una relacion simbidtica con las raices de cultivos
econdmicamente importantes. Se ha sugerido que la capacidad de
incrementar el crecimiento y la productividad de las plantas a través de la
colonizacion por Trichoderma implica la solubilizacién de nutrientes
minerales y la produccién de fitohormonas. Ademas de los beneficios del
desarrollo vegetal, se ha reportado que las cepas de Trichoderma tienen la
capacidad de influir en la resistencia sistémica de las plantas protegiéndolas
principalmente de bacterias, virus y hongos fitopatdgenos, aunque también
hay reportes de que puede activar la resistencia sistémica, que puede influir
positivamente frente al estrés abidtico y bibtico. Algunas vias que
Trichoderma activa en la planta para mantener condiciones intracelulares
estables en presencia de factores ambientales de estrés, es aumentar su
potencial osmotico a través de la acumulacién de osmolitos intracelulares

como prolina, glicina, betaina, manitol y trehalosa (Wang et al., 2007).



Se sabe que Trichoderma libera moléculas como: xilanasas, peptaiboles,
ceratoplataninas, swolleninas, entre otras, que la planta reconoce y a través
de la interaccion del sistema radicular, estimula los mecanismos de defensa
gue conducen a la acumulacion de componentes de las vias de sefalizacion
del acido jasmonico y etileno (hormonas ampliamente estudiadas en la
respuesta a diferentes tipos de estrés), asi como hidroperoxido liasa,
peroxidasa y fenilalanina amonio liasa que inducen la lignificacion
(Druzhinina et al., 2011). En este trabajo de investigacion se evaluo el papel
de una proteina tipo expansina (swollenina) de Trichoderma atroviride
(cepas mutantes y sobreexpresantes) en la respuesta al estrés abiotico
(sequia). Se demostr6 ademas que el tratamiento con las cepas
sobreexpresantes de swollenina aumenté el tiempo de supervivencia (13
dias) de las plantas ante un déficit hidrico, comparado a los 9 dias de
supervivencia de las plantas inoculadas con la cepa silvestre de T. atroviride.
Se comprobo6 que hubo un aumento significativo mayor de prolina en estas
plantas en comparacion con el resto de los tratamientos. De igual forma se
evalué la respuesta de plantas de chile guajillo frente al fitopatdgeno
Rhizoctonia solani, donde las plantas tratadas con las cepas
sobreexpresantes presentaron un porcentaje de dafio mucho menor que las

plantas no inoculadas e inoculadas con la cepa silvestre.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ROLE OF Swol OF Trichoderma atroviride IN
THE INTERACTION WITH PLANTS OF CHILE VARIETY MIRASOL.

Keywords: Endophyte, Swollenin, PGPM, Phytopathogen resistance, abiotic

stress tolerance.

Abstract. Chili peppers (Capsicum annuum) are considered one of the most
important crops in the world. A principal challenge presented by the diversity
of chili peppers in México, like many other crops, is the decrease in their
production. The main causes are poor plant growth and crop destruction due
to biotic and abiotic factors.

To counteract the damage produced by agrochemicals and reduce its use, in
recent years an alternative has been the use of plant-growth promotion
microorganisms (PGPM), because of its ability to directly stimulate the growth
of plants and induce systemic resistance through various mechanisms. The
genus Trichoderma has a long tradition of use in agriculture and industry.
Several Trichoderma species establish a symbiotic relationship with roots of
economically important crops. It has been suggested that the ability to
increase the growth and productivity of plants through colonization by
Trichoderma involves the solubilization of mineral nutrients and the
production of phytohormones. In addition to the benefits of plant
development, it has been reported that Trichoderma strains have the ability
to influence the systemic resistance of plants, thus protecting them mainly
from bacteria, viruses and phytopathogenic fungi, although there are also
reports that it can activate the Systemic Resistance against abiotic stress.
Some pathways that Trichoderma activates in the plant to maintain stable
intracellular conditions in the presence of environmental stress factors, is to
increase its osmotic potential through the accumulation of intracellular
osmolytes such as proline, glycine, betaine, mannitol and trehalose (Wang et
al., 2007).

Trichoderma is known to release molecules such as: xylanases, peptaibols,

ceratoplatanins, swollenins, among others, which the plant recognizes and,



through the interaction of the root system, stimulate the defence mechanisms
that leads to the accumulation of components of the acid signalling pathways.
Jasmonic acid and ethylene (hormones widely studied in the response to
different types of stress), as well as hydroperoxide lyase, peroxidase and
phenylalanine ammonium lyase that induce lignification (Druzhinina et al.,
2011). This project evaluated the role of an expansin-like protein (Swollenin)
from Trichoderma atroviride (overexpressing and mutant strains) in response
to abiotic stress (drought). It was demonstrated that the treatment with the
overexpressing strains of Swollenin increased the survival time (13 days) of
the plants in the face of a water deficit, compared to 9 days of those plants
inoculated with the wild strain of T. atroviride. We verified that there was a
significantly higher increase in proline in these plants compared to the rest of
the treatments. Similarly, the response of guajillo chili plants against the
phytopathogen Rhizotocnia solani was evaluated, when the were plants
treated with the overexprsessor strains they showed a much lower
percentage of damage than the non-inoculated plants or plants inoculated
with the wild type strain.
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INTRODUCCION

El cultivo de chile es considerado una de las hortalizas mas importantes a nivel
mundial. En el género Capsicum podemos encontrar 31 especies, sin embargo,
solo algunas han sido domesticadas, dentro de estas podemos encontrar a C.
baccatum, C. chinense, C. pubescens, C. frutescens y C. annuum. Por la
extension de su cultivo y el valor econémico que representa su produccién, C.
annuum es una de las especies cultivadas mas importante en todo el mundo, y

es en México donde se encuentra la mayor diversidad.

En América desde hace unos 7,500 afios el chile ha sido considerado uno de los
principales prdocutos dentro de la alimentacion. Los datos indican que en México
se domestic6 hace mas de 6000 afos, principalmente desde la regién sur de
Puebla, el norte de Oaxaca hasta el sureste de Veracruz (Carrizo Garcia et al,
2018). Culturalmente es un simbolo que da identidad a los mexicanos, pero
igualmente forma parte importante de diversas culturas (India, China, Polinesia,
etc.) por su impacto en la gastronomia internacional, la amplia aceptacion de
este cultivo se debe a la versatilidad que permite elaborar una amplia gama de
alimentos, gracias a sus caracteristicas de picor, aroma, sabor, etc. En el pais
existen alrededor de 170 000 hectareas sembradas con cerca de 3 millones de
toneladas anuales de chile seco y verde. Esto representa un valor comercial de
aproximadamente 13 224 millones de pesos. México se ubica como el principal
exportador de chile verde a escala internacional y es el segundo productor

mundial (Aguirre y Mufioz, 2015).

Uno de los principales retos que presenta el cultivo de chile en México, al igual
gue muchos otros cultivos, es la disminucion en la produccion. Las causas mas
comunes que provocan ésta son el crecimiento deficiente de plantas y la
destruccién de cosechas por factores bidticos y abidticos. Los agricultores en
busca de rebasar estos retos y por la alta demanda del producto los conlleva al
uso indiscriminado, no regulado de agentes quimicos (fertilizantes y
plaguicidas). Sin embargo, esto lleva a un deterioro de la calidad de los suelos,
provocando principalmente la infertilidad de estos. De igual manera el dafio que

provocan a la flora y a la fauna cada vez es mas notorio.




En busca de una solucion amigable con el ambiente, en los ultimos afios se ha
implementado el uso de microorganismos promotores del crecimiento vegetal
(PGPM), debido a su capacidad para estimular directamente el crecimiento de
las plantas, a través de diversos mecanismos, como el aporte de nitrégeno por
el proceso de fijaciobn biolégica de nitrégeno atmosférico, produccién de
sustancias reguladoras del crecimiento, solubilizacibon de minerales vy
nutrimentos (Crowley et al., 1991), incremento en el volumen de la raiz (Bowen
y Rovira, 1999), induccion de resistencia sistémica a patdégenos, inhibicion del
crecimiento de organismos antagonicos (Utkhede et al., 1999) e interaccién
sinérgica con otros microorganismos del suelo (Bashan et al., 1996b). Algunas
bacterias que se han descrito como PGPM son Pseudomonas, Burkholderia,
Bacillus, Azospirillum, Enterobacter, Azotobacter, entre otros (Karakurty
Aslantas, 2010), por otro lado, existen hongos beneficiosos para las plantas, que
tienen la capacidad de formar una asociacion benéfica, mejor conocido como

micorriza, un ejemplo claro de la interaccion planta-hongo es Trichoderma sp.




MARCO TEORICO

Actualmente debido al alto nivel de exigencias en cuanto alimentos, la agricultura
convencional intensiva se ve forzada a producir de manera masiva a nivel
mundial, a pesar de la amplia experiencia cientifica que existe, aun no se ha
logrado disminuir radicalmente los graves impactos ambientales asi como los
problemas de productividad y rendimiento, por lo que existe la necesidad de
incrementar la produccion total de alimentos sobre bases sostenibles, sin

comprometer los recursos naturales y el medio ambiente.

El uso de microorganismos benéficos puede influir significativamente en la
produccion de cultivos de interés como lo es el chile, siendo una estrategia
adecuada para conservar y mejorar el equilibrio ecolégico de sistemas
productivos, principalmente reduciendo el uso de agroquimicos (Angel - Nufiez,
2000).

Uso de quimicos en la agricultura

La produccion de cultivos agricolas conlleva al uso de quimicos que se utilizan
como elementos para incrementar la produccién y rendimiento de los plantios de
interés, los agroquimicos comunmente llamado cuando referimos a los quimicos

utilizados en la agricultura principalmente son: los fertilizantes y los plaguicidas.

El uso de agroquimicos tiene larga trayectoria con nosotros, los beneficios a
corto plazo y en gran escala los hacen muy atractivos para implementarlos
practicamente en cualquier cultivo de interés, cumplen una funcion de
reconocida importancia en la agricultura y tienen un impacto positivo en la
alimentacion mundial, todas estas ventajas han hecho que esta tecnologia se

posicione rapidamente en todo el mundo.

Sin embargo el manejo y la mala planeacién, no dejando de un lado los efectos
adversos indirectos han conllevado a dafios severos en el ambiente, en la salud
y en la sociedad. Actualmente la mayoria de los paises desarrollados han
implementado leyes que regularizan el uso de estos agentes quimicos e incluso

han prohibido la implementacién de algunos principalmente en plaguicidas.




El uso de plaguicidas en dosis elevadas o un mal manejo, interfiere con el medio
ambiente, esto ocurre cuando la cantidad suministrada no solamente llega a la
plaga de interés, si no que afecta a organismo benéficos e incluso la salud
humana, sin dejar de un lado el dafio que causa en la flora y fauna, contaminando

aguas y los alimentos.

La Organizacion Mundial de la Salud, se ha pronunciado en el caso de los
alimentos con cantidades altas de residuos de agroquimicos, cada pais tiene
reglamentos internos que regulan la entrada y salida de alimentos provenientes
del campo bajo ciertas restricciones.

En México el uso de plaguicidas no esta totalmente regulado, Garcia-Hernandez
y colaboradores en el 2018 mencionan que hay cerca de 181 plaguicidas
considerados altamente peligrosos (PAPS), un ejemplo claro es que en México
se sigue utilizando el Malation, un plaguicida altamente toxico que esta prohibido
en otros paises como en Estado Unidos por la Agencia de Proteccion Ambiental
de Estados Unidos (EPA) (Garcia - Hernandez et al, 2018) los cuales de acuerdo
a la Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y uso de Plaguicidas y
Sustancias Toxicas  (CICOPLAFEST) se pueden clasificar como
extremadamente peligrosos, mortales si es inhalado, carcinégeno, probable
carcinégeno, mutagénico, toxico en reproduccion, perturbador enddocrino, muy
bioacumulable, muy persistente en agua, suelo o sedimento, muy téxico en

organismos acuaticos, muy toxico en abejas (CICOPLAFEST, 2016).

Microorganismos benéficos una alternativa al uso de agroquimicos

Existe una amplia gama de microorganismos como bacterias, hongos y
levaduras, que han sido usados en la agricultura, esto debido a que poseen
caracteristicas importantes para promover el crecimiento en plantas, tienen
actividad de biocontrol de plagas, proteccién de la planta frente a fitopatégenos,
entre otras. Estos microorganismos forman asociaciones benéficas con las
plantas, en la mayoria de los casos pueden ser enddfitos de raiz o simplemente

rizosféricos (Schulz et al., 2005).




Los mecanismos que usan estos microorganismos pueden ser directos o
indirectos los cuales se van a reflejar de manera positiva en la planta huésped
(ver figura 1), refiriendonos a mecanismos directos a aquellos de los cuales
interactian directamente con la planta, por ejemplo la excrecién de fitohormonas
por ejemplo auxinas, giberelinas, etc., la solubilizacién de minerales, produccion
de sideroforos o agentes quelantes, fijacion biolégica del nitrégeno atmosférico.
Mientras que los mecanismos Indirectos influyen en la planta positivamente al
gue podriamos llamarle un efecto secundario, dentro de estos est4 la activacion
de las vias de defensa mediadas por fitohormonas, que mas adelante se
explicarda, también involucra la capacidad como agentes de biocontrol de los
microorganismos (Ahemad y Kibret, 2012).
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Figura 1: Esquema de la interaccién de bacterias y hongos benéficos con su planta
huésped. Tomado y modificado de Innoplant.es




Dentro de las principales bacterias benéficas para las plantas que se han
reportado podemos encontrar a Rhizobium, Azospirilum, Pseudomonas,
Enterobacter (Sanchez-Cruz et al.,, 2018). Por otro lado también algunas
levaduras tiene esta caracteristica, por mencionar algunas podemos encontrar a
levaduras del género Rhodotorula y Naganishia, (Tapia-Vazquez et al., 2019),
mientras que cuando hablamos de hongos principalmente involucramos a los

hongos micorrizicos y a Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

El género Trichoderma tiene una larga tradicion de uso en la agricultura y la
industria, y los hongos de este género se encuentran entre los microbios mas

Utiles para el bienestar humano (Schmoll et al., 2016).

Trichoderma representa un grupo de hongos filamentosos que pertenecen al
Reino Mycetae (fungi), division Eumycota, subdivision Ascomicotina, clase
Euascomicetes, orden Hypocreales, familia Hypocraceae, género Trichoderma

e Hypocrea (Druzhinina y Kubiceck, 2005).

Algunas especies del género Trichoderma se encuentran entre los
microorganismos saprotroficos mas aislados. Estos hongos habitan
principalmente en el suelo y sobre la madera, la corteza de arboles, sobre otros
hongos e innumerable variedad de sustratos, demostrando su capacidad
oportunista y su adaptabilidad a diversas condiciones ecoldgicas (Klein et al.,
1998, Jaklitsch, 2011). La identificacién de estos hongos es complicado debido
a su pleiomorfismo, es decir, algunos de ellos pueden existir en dos etapas
morfologicas y ser fisiolégicamente diferentes. Durante la etapa sexual
(teleomdrfica) se identifican como genero Hypocrea, mientras que en la etapa
asexual (anamorfica o mitospérica) se clasifican dentro del género
Trichoderma; en este trabajo nos referimos al género colectivamente como

Hypocrea / Trichoderma (Druzhinina et al, 2011)

Las especies de Trichoderma se caracterizan por formar colonias de rapido
crecimiento, inicialmente hialinas que luego se viran a verdes debido a la

pigmentacién de sus esporas (ver figura 2). Estas alcanzan de 2 a 9 cm de




diametro después de 4 dias de crecimiento a 20 °C en cajas de cultivo. Bajo
condiciones adversas de nutrientes o0 desecacion tienen la capacidad de
producir clamidosporas que son de vital importancia para la sobrevivencia
(Esposito y Da Silva, 1998).

Figura 2: Trichoderma sp. crecida in vitro sobre medio Papa dextrosa agar (PDA)

La mayoria de las especies de Trichoderma tienen el potencial de ser utilizados
como control biolégico contra patégenos de plantas y al mismo tiempo
promueven el crecimiento de las plantas y activan la resistencia a estrés biético
y abidtico (Druzhinina et al., 2011; Lorito et al., 2010).

Interaccion Trichoderma — planta

La mayoria de las plantas son colonizadas por hongos que no causan sintomas
de enfermedad. Estos hongos, llamados benéficos, ya que mejoran el
crecimiento de las plantas y promueven la resistencia a las enfermedades, asi
como la tolerancia al estrés abibtico, y se benefician de la planta porque estas

le proporcionan nutrientes (Rodriguez et al.2009.)

Los hongos micorrizicos son simbiontes estrechamente vinculados a las raices
de las plantas. Como tales, son capaces de colonizar extracelularmente

(ectomicorrizas) o intracelularmente (endomicorrizas), porque evaden el




sistema inmunoldgico de la planta (Zuccaro et al., 2014). Trichoderma
mantiene gran relacion analégica con las ectomicorrizas, en lo que respecta a
su interaccion con las raices (Harman et al., 2004).

Figura 3: Representacion esquemética de la interaccion de a) ectomicorrizas y b)
endomicorrizas con raices de plantas. Tomado de Nazareno-Saparrat y
colaboradores, 2011.

Varias cepas de Trichoderma establecen una relacién endofitica con raices de
cultivos econGmicamente importantes, como el maiz, el tomate, el cacao, el
chile, el pepino, entre otras, lo que resulta en una mejora del cultivo (Chacén
et al., 2007, Harman et al., 2004, Alfano et al., 2007). Trichoderma sp. coloniza
y penetra la superficie de las raices de las plantas, donde el crecimiento se
limita principalmente al apoplasto, la epidermis y las primeras capas de células

corticales. (Druzhinina et al., 2011).
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Figura 4: Descripcion del modelo de infeccion de Trichoderma sp. (Modificado de
Harman et al. 2004)

Infeccion de plantas por Trichoderma.

La rizésfera es uno de los ambientes donde se encuentran con mayor
frecuencia las interacciones planta-microorganismo, su composicion determina
en gran parte la distribucién y agregacion de las plantas a un determinado
habitat (Heinze et al., 2015).

El género Hypocrea/Trichoderma se encuentra principalmente en este
ambiente, siendo el lugar adecuado para aprovechar los recursos como los
exudados de las raices de plantas. Nehls y colaboradores en el 2010
mencionan que los monosacaridos y disacaridos excretados por las raices de
las plantas en la rizésfera proporcionan un importante sustrato de carbono para
las micorrizas, por otro lado se sabe que la sacarosa tiene un papel similar para
el establecimiento de T. virens en la rizésfera de su planta huésped (Vargas et
al., 2009).

Druzhinina y colaboradores (2011), mencionan que la amplia distribucién de

Trichoderma en la rizosfera podria deberse: a) que la mayoria de las raices de




plantas terrestres, cerca del 92%, estd colonizada por hongos micorrizicos,
siendo éstos presas potenciales de Trichoderma. Sin embargo, faltan estudios
especificos que evaluen esta interaccion Trichoderma-hongos micorrizicos. b)
las raices de las plantas, y especialmente las puntas de las raices, estan
cubiertas por una cdpsula viscosa similar a un gel (Ilamada mucigel) compuesta
por polisacaridos altamente hidratados, como pectinas y hemicelulosas. Estos
componentes son objetivos facilmente degradables para las hemicelulasas de
Hypocrea/Trichoderma sp. (Druzhinina et al., 2011).

Como mencionamos anteriormente varias cepas de Trichoderma establecen
una relacién benéfica con raices de cultivos econédmicamente importantes, y a
pesar de que la planta se beneficia directamente de esta asociacion, estas
reaccionan a la colonizacion de manera indirecta (Rodriguez et al., 2009),

activando su sistema inmune innato (Shoresh et al., 2010, Yedidia et al., 1999).

Las plantas han desarrollado este sistema innato para reconocer caracteristicas
comunes de los microorganismos, que se conocen como patrones moleculares

asociados a los microbios (MAMP) (Jones y Dangl, 2006).

Las MAMP incluyen moléculas como la quitina de los hongos y la proteina de la
flagelina de las bacterias (Jones y Dangl, 2006). Se han identificado MAMP
bioquimicamente diversas en Trichoderma, incluida la proteina ceratoplatanina
SM1 / EPL1 (TV_110852, TR_82662 y TA 302952) (Djonovic et al., 2007,
Frischmann, 2013), la xilanasa inductora de etileno (EIX; TR_123818,
TV _ 72838, y TA 82355) (Ron y Avni, 2004), y la proteina swollenina
(ACB05430) de T. asperellum (TR_123992, TV_49838 y TA 80187).

La expresion de SM1 se induce por la interaccion del hongo con la planta, pero
también se puede expresar en ausencia de estas, se sabe que en la interaccion
del hongo con la planta, esta proteina promueve la expresion de genes
relacionados con la patogénesis y reacciones de hipersensibilidad como
glucanasas o peroxidasas (Djonovic et al., 2007). Por otro lado, EIX tiene un
doble papel durante la colonizacién de la planta: inicialmente es relevante su
actividad litica, y posteriormente induce la resistencia sistémica como se ve en
cultivares especificos de tabaco y tomate (Ron y Avni en el 2004, Rotblat et
al., 2002). Otras proteinas relevantes en la interaccion de la planta con
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Trichoderma son las hidrofobinas hay reportes en que la capacidad de
Trichoderma asperellum para reconocer y adherirse a la raiz esta implicada por
estas proteinas, gracias a su capacidad hidrofébica que presenta, ademas que
también pueden activar el sistema de defensa de las plantas (Schmoll et al.,
2016).

Por otra parte la proteina swollenina, una proteina tipo expansina muy similar a
las ceratoplaninas, también esta involucrada en la colonizacion de plantas. La
actividad esta proteina en materiales celulésicos como en fibras de algodéon
actia deformandola sin embargo no hay liberacién de azucares reductores, de
igual manera, se sabe que participa en la union con la pared celular de las raices
de la planta huésped sugiriendo pudiera estar involucrada en la colonizacién de
las raices y pudiera permitir la entrada de otras moléculas incluido las enzimas
gue participan en la degradacion de la pared celular (exoglucanasas,
endoglucanasas y B-glucosidasas) (Quiroz-Castafieda et al., 2011; Saloheimo
et al., 2002).

La pared celular de las plantas es la primera barrera a la que se enfrentan los
microorganismos, tanto benéficos como patdgenos han encontrado una manera
de superar este primer obstaculo, en el caso de Trichoderma se sabe que la
swollenina es una de las proteinas encargadas de relajar o aflojar el area
cristalina de celulosa (ver figura 5), recordemos que la pared celular de las
plantas es una matriz muy organizada, esta compuesta principalmente de

celulosa, hemicelulosa y lignina (ver figura 6) (Bettache et al., 2018).

O glucose lendoglucanase
O-Ocellobiose ﬂ cellobiohydrolase Q swollenin
g sophorose ' B-glucosidase U B-glucosidase

Figura 5: Proteinas involucradas en la desestructuracion de la celulosa.
Tomado de Bettache et al., 2018)
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Figura 6: Composicién estructural de la pared celular de las plantas. Tomado de

tomado y modificado de Quiroz-Castafieda y Folch-Mallol, 2011).

La celulosa es un polisacarido compuesto por D-glucosa unidos covalentemente
por enlaces glucosidicos 3-1,4, que forman moléculas de celobiosa (dimero de
glucosa unidos por un enlace (-1,4). Tiene regiones cristalinas que la hacen
altamente resistente y estable ante ataques de patdgenos. Por otro lado la
hemicelulosa contiene moléculas como glucosa, manosa, galactosa, arabinosa
y xilosa, que pueden unirse con microfibrillas de celulosa y lignina a través de
puentes de hidrogeno y enlaces del tipo éster respectivamente, proporcionando
adicional a la celulosa una matriz mas reforzada (Quiroz-Castafieda y Folch-
Mallol, 2011).

Brotman y colaboradores en el 2008 evaluaron la interaccién de cepas de T.
asperellum mutada y sobreexpresoras del gen de la swollenina con plantas de
pepino (Cucumis sativus), donde demostraron que las cepas sobreexpresante
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de swollenina aumentaron su capacidad para colonizar las raices de pepino en
las primeras 6 horas post-inoculacion, mientras que la cepa mutante disminuyo
su capacidad para colonizar la raiz en un 40 % comparado con la cepa silvestre.
En su trabajo también comprobaron que un fragmento sintético del dominio de
unioén a carbohidratos de esta proteina es capaz de inducir resistencia sistémica

contra Botrytis cinerea y Pseudomonas syringae.

En los ultimos afios se ha venido estudiando la manera en que las bacterias
modulan la respuesta inmune de las plantas (Pel y Pieterse, 2013), para lograr
establecerse en el espacio intercelular (apoplasto) o en areas celulares
restringidas. En el caso de los hongos esta modulacion se logra reprogramando
a las células que rodean el area que colonizaran para mantener la integridad
de la célula huésped que permitan una interaccion simbidtica a largo plazo (Van
Wees et al., 2008).

Ademas de las MAMPs los microorganismos producen moléculas efectoras,
las que son estrictamente inducibles por interacciones patdégenas, y
probablemente endofiticas, con las plantas (Lo Presti et al., 2015). Hasta la
fecha, se han estudiado principalmente en patdogenos de plantas y animales
(Kamoun, 2007, Hogenhout et al.,, 2009). Estas son proteinas secretadas
diversas, que alteran los procesos de las plantas facilitando la colonizacién,
mediante mecanismos que modulan la respuesta inmune innata. Estos
mecanismos incluyen la inhibicién de quitinasas y proteasas, la eliminacién de
ROS o la modulacion directa de la maquinaria transcripcional del huésped (Oliva
et al., 2010).

Zuccaro et al., (2014) y Plett et al., (2011) detectaron la presencia de proteinas
tipo efectoras, en un analisis gendmico de simbiontes de raiz Piriformospora
indica y Laccaria bicolor lo que sugiere que los microorganismos simbioticos
regulan las defensas innatas de las plantas de manera similar a los patdégenos
(Van Wees et al., 2008, Schafer et al., 2009). Sin embargo, las funciones de
estas moléculas en hongos endofitos, como Trichoderma, que son capaces de
evadir el sistema inmunoldgico de la planta sin ser detectados o reconocidos
como fitopatégenos aun no se han aclarado.
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La funcién de los efectores de interferir con la inmunidad de la planta se explica
mas adelante en el modelo de zigzag de Jones (Jones y Dangl, 2006). Este
modelo describe y propone cuatro fases de reconocimiento molecular que
resulta en la activacion del sistema inmune de las plantas activando PTI (PAMP-
triggered immunity) y la ETI (Effector triggered immunity) aunque esta
propuesta se refiere a la interaccion de microorganismos fitopatdogenos con las
plantas refiriéndose a los MAMP como PAMP (patrones moleculares asociados
a patdgenos), se atribuye que ocurre de manera similar con microorganismos

benéficos, como es el caso de Trichoderma.

La PTI implica una respuesta celular local contra el microorganismo que invade, tal
como la deposicion de callosa, con el fin de limitar el crecimiento del fitopatdgeno.
Esta respuesta local también puede incluir por ejemplo explosiones oxidativas,
una respuesta agresiva que involucra la produccion y liberacién de especies
reactivas de oxigeno, tales como radicales superoxido y peréxido de hidrégeno,
gue actlan para ayudar a expulsar al invasor de la planta (Strich et al., 1989).
La PTI también incluye al proceso de resistencia sistémica inducida (ISR), que es
eficaz contra un amplio espectro de patégenos y depende de las hormonas
vegetales, el acido jasmonico y el etileno (Van Wees et al., 2008, Schafer et
al., 2009).

Schmoll y colaboradores (2016) describen y explican de manera gréafica el
proceso en el que Trichoderma puede evadir el sistema inmune de las plantas
utilizando MAMPs, efectores y proteinas de degradacion de pared celular, ver

figura 7.
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Figura 7: Trichoderma sp. secreta constitutivamente proteinas que son detectadas por
las células vegetales (por ejemplo, Sm1). Estas proteinas se denominan patrones
moleculares asociados a los microbios (MAMP). Ademas, la liberacién de material
celular vegetal (denominados patrones moleculares asociados al dafio [DAMP]) por la
accion de las enzimas degradadoras de la pared celular de la planta (PCWDE)
secretadas por Trichoderma, activan el sistema inmunolégico de la planta. Las células
vegetales liberan compuestos antifingicos, incluidas toxinas y enzimas que degradan
las paredes celulares de los hongos (FCWDE, por sus siglas en inglés). La quitina
liberada por la accion de FCWDE es reconocida por un receptor especifico de la célula
vegetal y activa la respuestas inmunes, activando MAPK que estan involucradas en la
respuesta a infeccion, estas a su vez fosforilan (circulos rojos) factores de transcripcioén
(FT), que la expresion de genes relacionados con la patogénesis, (proteinas [PRs],
toxinas y FCWDE). Trichoderma sp. También secreta proteinas cuyos genes se
inducen durante la interacciéon con la planta. Estas proteinas, aqui denominadas
proteinas de tipo efector, se secretan a través del sistema de secrecién tipo 2. Se

hipotetiza que las funciones de las proteinas secretadas por Trichoderma durante
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su interaccién con las raices son permitir al hongo ser ayudar al hongo a evadir, y/o
evitar el sistema inmunoldgico de la planta. Estas proteinas pueden actuar en el
apoplasto (Apo) o en el citoplasma (Cyto). Un efector puede tener diferentes objetivos,
incluyendo la eliminacion de ROS, la inhibicibn de FCWDE vy toxinas en el espacio
apoplasico, o inhibir la activacion de MAPK, TF u oxidasas NADPH en el citoplasma.
Aln se desconoce qué transportador o qué mecanismos utilizan estos efectores del

apoplasto para desplazarse hacia el interior de la célula.

Efecto de MAMP/efectores en la planta huésped

Como se menciond anteriormente, la interaccion entre microorganismos-planta
es mas compleja de lo imaginado, conlleva a una serie de pasos que pueden
resultar en una exitosa interaccion o una evasion de ésta. Diversas moléculas,
incluidas proteinas, metabolitos secundarios, péptidos, factores de transcripcion,
etc. son fundamentales a la hora de interaccionar. El diagrama anterior donde se
muestra el mecanismo de interaccion y colonizacién de Trichoderma sobre su
planta huésped, la podemos comparar con el modelo descrito por Jones y Dangl
en el 2006, observamos que Trichoderma excreta moléculas que tiene
“etiquetas” que se conocen como patrones moleculares (MAMPS) que también
pueden interaccionar como efectores, estas son reconocidas por las plantas. La
interaccion de estas moléculas puede conllevar a la activacion de diferentes vias

de respuesta, activando el sistema de defensa.

El modelo de zigzag reportado por Jones y Dangl, menciona que la primera etapa
de respuesta de defensa de la planta se basa en la percepcién de MAMP que
inducen inmunidad primaria activada por MAMP (PTI), para contrarrestar los
microorganismos invasores. En la segunda etapa, los microorganismos que
intentan colonizar a la planta liberan moléculas que interfieren con el PTI
previamente activado por los MAMPs, lo que resulta en la supresion de esta
barrera de defensa (PTI). En la tercera etapa en respuesta a estos efectores la
planta activa su sistema de defensa ETI, el cual esta regulada principalmente
por las fitohormonas Jasmonato (JA), etileno (ET) y acido salicilico (SA) (SA)
(Ramirez-Valdespino y colaboradores, 2019). La cuarta fase se produce cuando

los microorganismos ya no expresan el efector reconocible o cuando han

16



adquirido uno nuevo que les permite contrarrestar la ETI, lo que los convierte en

colonizadores exitosos (ver figura 8).
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Figura 8: Esquema del modelo zigzag que explica la activacion del sistema inmune de
plantas (HR: Respuesta Hipersensible; Avr: Proteinas de Avirulencia; R: Proteinas de
Resistencia, PTI: inmunidad activada por PAMP/MAMP, ETS: susceptibilidad activada
por efectores y ETI: inmunidad activada por efectores). (Modificado de Jones y Dangl|,
2006).

Se ha reportado que algunas especies de Trichoderma ademas de los beneficios
en el desarrollo de la planta, también tienen la capacidad de inducir la resistencia
sistémica de las plantas, protegiéndolas asi de bacterias, virus y hongos
fitopatdgenos. Esta estimulacion se lleva acabo debido a que Trichoderma libera
moléculas (MAMPSs) que pueden tener la doble funcion de actuar como efectores,
gue la planta reconoce activando su sistema inmune, sin embargo, esta claro
gue Trichoderma puede superar estas barreras y formar una asociacion benéfica

con la planta.

Ramirez-Valdespino y colaboradores, 2019 hicieron una recopilacion de

informacion, de los principales efectores que estdn presentes en diversas
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especies de Trichoderma, aunque algunos ya han sido reportados con capacidad
de actuar como MAMP. (Ver tabla 1)

Tabla 1: Efectores de proteinas de Trichoderma validados funcionalmente durante la

interaccion con plantas. (Tomado de Ramirez - Valdespino y colaboradores, 2019)

Family Protein Trichoderma Function in interaction with plants
strain
Cerato-platanins Sm1 (small protein 1) T. virens Induction of defense-related genes, production

of ROS and phenolic compounds.

Sm2 (small protein 2) T. virens Involved in root colonization and plant
protection.
Epl1 (eliciting plant T. atroviride Induction of defense-related genes.
response-like)
T. harzianum Induction of defense-related genes.
T. formosa Triggered of plant immune system.
T. asperellum Induction of defense-related genes.
Swollenin (expansin-like protein)  T. asperellum Involved in root colonization and induction of
plant defense.
Glycoside-hydrolases ~ Thph1 and Thph2 (cellulase-lke  T. harzianum Induction of defense-related genes.
protein)
Cellulases T. longibrachiatum Activation of plant defense pathways.
ThPG1 T. harzianum Involved on colonization of plant roots.
Eix (xylanase) T. viride Triggers ET biosynthesis and hypersensitive
response.
Hydrophobins HYTLO1 T. longibrachiatum Activate defense-related responses and growth
promation.
TVHYDII T. virens Involved in colonization of plant roots.
HBF2-6 T. asperellum Involved in root colonization and induction of JA
and SA pathways.
TasHyd1 T. asperellum Involved in root colonization.

Efectos benéficos de Trichoderma en plantas

Mecanismos de promocion de crecimiento

Trichoderma sp. ha sido utilizado ampliamente en la agricultura, por los efectos
benéficos que tiene sobre las plantas, por ejemplo como agente promotor del
crecimiento y como control biolégico frente a algunos hongos fitopatégenos

como Rhizoctonia solani (Harman et al., 2004).

En plantas de maiz (Zea mays), la inoculacion con Trichoderma afecta de
manera positiva la cantidad de biomasa asi como la arquitectura del sistema

radicular aumentando el desarrollo del pelo radicular, lo que lleva a un mayor
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rendimiento de las plantas. (Bjorkman et al., 1998). La literatura propone que el
incremento en la produccion de biomasa radicular se debe principalmente a la
participacion de las auxinas (fitohormonas secretadas por Trichoderma)
Contreras y colaboradores (2009) demostraron que las auxinas producidas por
T. virens y T. atroviride influyen en el desarrollo de biomasa y la produccién de
raices laterales. Esto se ve reflejado en la mejora en la absorcion de agua y

nutrientes por la planta huésped (Harman et al., 2004).

Ademas de las fitohormonas secretadas por Trichoderma las cuales estan
involucradas en el crecimiento de las plantas, los compuestos organicos
volatiles microbianos (mVOCs) también participan de manera similar. Estos son
compuestos lipéfilos volatiles a temperatura y presion ambiente, de bajo peso
molecular. Estos se clasifican como: mono y sesquiterpenos, alcoholes,
cetonas, lactonas, ésteres, tioalcoholes, tioésteres y ciclohexenos. El 6-pentil-
2H-piran-2-ona (6-PP) es un compuesto producido por diversas especies de
Trichoderma, en T. atroviride particularmente se ha demostrado que induce el
crecimiento y la formacién de raices laterales en A. thaliana (Garnica-
Vergara et al., 2016; Nieto-Jacobo et al., 2017).

Por otra parte, se ha sugerido que la capacidad de aumentar el crecimiento y a
su vez la produccion de las plantas mediante la colonizacion por Trichoderma

implica otros mecanismos como: la solubilizacion de nutrientes minerales, como

Cas (POa)2, Fe3*, cu?™, Mn** y Zn0 que pueden no estar disponibles para las

plantas en algunos suelos (Contreras-Cornejo et al., 2016).

Induccién del sistema de defensa en plantas ISRy SAR

Ademas de los efectos directos que tienen los microorganismos benéficos sobre
las plantas, existen otros indirectos como la estimulacion dela resistencia
sistémica de estas, este proceso ha sido caracterizado a partir de la infeccién de
plantas por bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Ton et al., 2002). Con
este efecto, protegen a las plantas contra la infeccion de bacterias, virus y hongos

fitopatdogenos. Particularmente, en el caso de Trichoderma ademas de estos,
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también puede activar la resistencia sistémica contra nhematodos siendo eficaz

en activar la resistencia sistémica contra estrés biotico y abiotico (Figura 9).
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Figura 9: Representacion de la induccion de vias de defensa por bacterias y
Trichoderma. (Modificado de cura 2012).

Las plantas poseen un sistema de defensa sofisticada; Trichoderma spp.,
mediante la interaccion con el sistema de raiz estimula los mecanismos de
defensa que conducen a la acumulacién de componentes, resultado de la activacion
de las vias de sefializacion de &cido jasmonico y etileno (ISR), por ejemplo la
hidroperéxido liasa, peroxidasa y fenilalanina amonio liasa que inducen la
lignificacion (Benitez et al., 2004; Druzhinina et al., 2011). Esta estimulacion se
debe a que Trichoderma libera moléculas, cobmo hidrofobinas, ceratoplataninas,
swolleninas, celulasas, entre otras; que la planta reconoce activando su sistema
inmune, sin embargo, esta claro que Trichoderma puede superar estas barreras
y formar una asociacion benéfica con la planta. Como se mencion6 anteriormente
Trichoderma puede influir en las vias de sefializacion de las hormonas vegetales
involucradas en la respuesta a estrés abibtico; se sabe que puede modular las
vias de respuesta del sistema de defensa de las plantas tanto en ISR regulada
por JA (acido jasmoénico) y ET (etileno) y en la via SAR (resistencia sistémica
adquirida) regulada por SA (acido salicilico), principalmente por medio de MAMP

y efectores.
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Por ejemplo, la aplicacion de una celulasa de T. viride en cultivos de células de
vid (Vitis vinifera) resultd en la induccion de la respuesta hipersensible (HR) y
sintesis de fitoalexinas (Calderon et al., 1994).También Brotman en el 2008,
demostré que la inoculacién con un péptido sintético del dominio de unién a
celulosa de la swollenina indujo resistencia sistémica frente a la infeccién de

Botrytis cinerea.

Otro ejemplo es el que puede desencadenar un rapido aumento en la expresion
de los factores de transcripcion de proteinas WRKYSs, que activan las respuestas
de la via del acido jasmaénico (JA). Algunas vias que la planta puede activar para
mantener estables las condiciones intracelulares en presencia de factores de
estrés ambiental, es incrementar su potencial osmético a través de la
acumulacion de osmolitos intracelulares como la prolina, glicina, betaina, manitol
y trehalosa (Zhu, 2002; Wang et al., 2007).

Trichoderma libera varios componentes en la rizosfera como: xilanasas,
peptaiboles, ceratoplataninas, swolleninas, fitohormonas, enzimas, entre otras que
van a interactuar con la planta y que activar sus defensas contra estrés biético y

abiético (Druzhinina et al., 2011).
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Figura 10: Representacion de la interaccion de microorganismo incluido Trichoderma
con plantas, asi como de las vias de respuesta a estrés bidtico y abiético (Modificado de

Romera y colaboradores, 2019).

Por otro lado, las plantas también poseen un sistema de inmunoreceptores
intracelulares conocidos como proteinas de resistencia (R) que pueden
reconocer la presencia de moléculas tipo efectoras de patégenos. No obstante,
se ha propuesto que las proteinas R no interactian directamente con estas
moléculas, sino qué se unen y protegen las proteinas de defensa dirigidas a los
patdégenos (Como quitinasas, endoglucanasas, etc.). Sin embargo, su activacion
se desencadena cuando estas proteinas son perturbadas o modificadas por los

efectores patdgenos (Spoel y Dong, 2012).

Agente de biocontrol

Las especies del género Trichoderma son los antagonistas mas utilizados para
el control de enfermedades de plantas producidos por hongos, principalmente de
los géneros Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium entre
otros. Las especies de Trichoderma actian como microorganismos
microparasitarios competitivos que producen metabolitos antifingicos y enzimas
hidroliticas a las que se les atribuyen los cambios estructurales a nivel celular,
tales como vacuolizacion, granulacion, desintegracion del citoplasma vy lisis
celular. La interaccion del patdogeno con Trichoderma ocurre a través de un
contacto directo que involucra eventos secuenciales de reconocimiento, ataque,

penetracion y finalmente la muerte del huésped (Druzhinina, 2011).

Las enzimas que hidrolizan la pared celular del hongo huésped son
principalmente quitinasas (1,4-B-acetilglucosaminidasa, endoquitinasas vy
exoquitinasas), glucanasas (B-1,3-glucanasa) y proteasas, las que finalmente
liberan oligbmeros de la pared celular del patégeno (Druzhinina, 2011; Vinale et
al., 2008).

El micoparasitismo conlleva cambios morfolégicos que implican enrollamiento y

la formacion de estructuras similares a un apresorio, que sirven para penetrar en
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el huésped y contienen altas concentraciones de solutos osmoéticos como el

glicerol (ver figura 11).

Una vez que Trichoderma se une, se enrolla alrededor del patégeno y forma el
apresorio. El siguiente paso consiste en la produccion de enzimas que degradan
la pared celular y peptabioles que facilitan la entrada de las hifas de Trichoderma
en el hongo parasitado (Benitez et al., 2004).

En la figura 8 se representa el proceso de micoparasitismo de Trichoderma sobre
un hongo fitopatégeno, Trichoderma secreta enzimas principalmente proteasas
0 quitinasas, que causan dafo a la pared celular del fitopatégeno, liberandose
moléculas pequefias y péptidos los cuales son reconocidas por el receptor Gprl
de Trichoderma, activando una cascada de sefalizacion de proteinas G y MAP
quinasa, el resultado es la produccién de moléculas y metabolitos secundarios

para la lisis de la pared celular (Druzhinina et al., 2011).
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Figura 11: Proceso de micoparasitismo de Trichoderma frente a un fitopatégeno
(Tomado de Druzhinina, 2011)

23



Para que Trichoderma pueda penetrar a su “presa” el hongo hospedero primero
tiene que interactuar y romper la pared celular del hongo, estructural y
funcionalmente es indispensable para que el hongo hospedador funcione
correctamente, un dafio a nivel estructural de la pared celular conlleva a dafios
graves y permite la infecciébn de Trichoderma. La pared celular de hongos es
altamente compleja, contiene moléculas muy estables, como los polisacaridos de
quitina y glucano (ver figura 12). Por una parte los glucanos representan el
polimero estructural més importante en los hongos, estan compuestos de
unidades de glucosa con uniones (-1,3, aunque también podemos encontrarlos
en uniones B-1,6 y B-1,4. Mientras que la quitina es un polimero lineal de
monomeros de N-acetilglucosamina unidas entre si por enlaces B-1,4 (Feijoo-
Vivas et al, 2021). Estos dos principales compuestos junto con los demas
componentes como glicoproteinas, entre otras, hacen de la pared celular de los

hongos una barrera casi impenetrable para hongos micoparasitarios.
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Figura 12: Representacion esquematica de la composicion quimica de la pared celular

fungica, GPI (glicosilfosfatidilinositol). Tomado de Feijéo-Vivas et al, 2021.

Como mencionamos anteriormente Trichoderma es un hongo que se ha

estudiado y utilizado ampliamente como agente de control biolégico, y es que
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estos hongos, han evolucionado y utilizan diversos mecanismos para poder
invadir y penetrar al hongo huésped, a pesar de la complejidad de la pared celular
fungica, Trichoderma utiliza diversas moléculas como las proteinas liticas que se
mencionaron anteriormente y adicional a esto también se ha reportado la
capacidad de utilizar a la swollenina una proteina no litica (Atriztan-Hernandez,
2013).

Estas proteinas con actividad tipo expansina, que en el capitulo anterior nos
referimos a ella como MAMP y que estan involucrada en el proceso de
colonizacion, pudieran también estar involucrada en los procesos de
micoparasitismo. En el caso particular de la swollenina, adicional a lo que
encontré Saloheimo en el 2002, donde reporté que la swollenina tiene afinidad y
relaja las fibras de celulosa, en el 2011 Reithner y colaboradores, identificaron
genes relacionados con el micoparasitismo de Trichoderma atroviride frente a
diferentes fitopatdogenos: Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici y Botritis
cinérea. Donde se encontr6 que la swollenina es una de las principales proteinas
gue se expresan antes del contacto con el hongo huésped. Ademas, Atriztan-
Hernandez demostré que cepas de T. atroviride que sobre expresan a la
swollenina, tienen una mayor capacidad micoparasitaria comparado con la cepa

silvestre.

Aunque no hay muchos trabajos que evidencien su participacion en el
micoparasitismo, con las evidencias expuestas se cree que estas proteinas no
liticas tiene afinidad por la quitina, y su funcion es similar a lo que hacen con la
celulosa, aflojar o relajar la pared celular para que otras proteina puedan
interactuar mas facilmente, y es que en el 2010 Chen y colaboradores
demostraron la capacidad de la swollenina para unirse a diferentes sustratos,
mostrando afinidad por la quitina. Por otro lado en el 2014 Bacelli y colaboradores
de igual manera evidenciaron la capacidad de esta proteina para unirse

fuertemente a la quitina.
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El cultivo de chile en México

El género Capsicum incluye 33 especies y 10 variedades siendo la especie

Capsicum annuum la de mayor importancia (Castellon Martinez, 2014).

Capsicum annuum, la mas importante entre las especies de los chiles
cultivados, con origen, domesticacion y diversificacion en México, se disperso
a través del mundo en la época colonial, y se ha convertido en uno de los

saborizantes méas importantes en la cocina mundial (Aguilar-Rincén et al., 2010).

Su uso en la cocina se debe principalmente a que sus frutos se consumen tanto
frescos como secos para proporcionar color, sabor y aroma a infinidad de

platillos, lo que lo sitda entre las principales especias.

El chile es usado principalmente en la condimentacion de alimentos, un ejemplo
claro es el gran uso que tiene en el continente Asiatico, México de igual manera
incluye en gran variedades de comida el ingrediente del chile, ademas de su
sabor caracteristico otros usos que se le atribuyen es el uso medicinal, algunos
datos que demuestran su uso en la medicina es por ejemplo, cuando la vitamina
C se detectd en el paprika (chile en Hungria), asi como sus efectos anti
escorbuticos; estudios que hicieron merecedor del Premio Nobel en Fisiologia IV
0 Medicina al médico hungaro Albert Szent-Gyoérgyi en 1937 (Aguilar-Rincon et
al., 2010).

En México, el chile es uno de los cultivos agricolas mas importantes.
Anualmente, se producen 1.9 millones de toneladas, y de éstas alrededor de 700
mil toneladas se destinan al comercio exterior (SIAP, 2010). Las entidades de
mayor produccion son: Sinaloa, Chihuahua, Guanajuato, Sonora y Zacatecas,
siendo este ultimo el lider en la produccion de chile seco (C. annuum L.)
variedad guajillo, aportando el 35 % del valor total generado en el sector agricola
(Galindo y Cabafias, 2006).

El chile guajillo esta entre los cuatro tipos de chile mas importantes en el pais en
cuanto al volumen de produccién. Los chiles Guajillos también reciben el
nombre de Mirasol y Guajon, presentan frutos delgados de 2.0 a 3.5 cm de ancho
y untamano de 9 a 14 cm. Su cultivo se realiza bajo condiciones de riego en los

estados de Zacatecas, San Luis Potosi, Durango, Michoacan, Aguascalientes y
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Guanajuato. Generalmente los frutos se cosechan cuando estan
completamente secos. Sin embargo, cuando existe un buen precio en el
mercado, la cosecha de chile maduro se realiza en fresco para ser secado
artificialmente en deshidratadoras (SIAP, 2010).

Problematica en el cultivo de chile

Como se mencion6 anteriormente, el cultivo de chile en México tiene un valor
cultural y monetario. Sin embargo, los productores se enfrentan a al crecimiento
en la demanda del producto y por otro lado la disminucién en su produccion
por diferentes factores bioticos: como plagas y enfermedades causadas por
insectos, virus, hongos, nematodos; y por factores abibticos, como la
disminucién de temperatura, hipersalinidad de los suelos, escasez de agua,
entre otros. Todo esto conlleva al uso inadecuado de productos de origen

guimico que alteran la flora y fauna del ambiente.

Entre los hongos fitopatdgenos con mayor repercusion en los cultivos en México
se encuentran Fusarium spp, Phytophthora capsici, Verticillium spp,
Rhizoctonia solani y Pythium spp. Estos hongos en conjunto o de manera
individual principalmente causan la marchitez del chile, el cual es una de las
principales enfermedades que causan pérdidas en la produccién cerca del 26%
a 90% (Pérez-Acevedo et al, 2017). A continuacion se describen algunos de los

hongos que afectan el cultivo de chile.

Phytophthora capsici

Phytophthora capsici es un fitopatdégeno de muchos cultivos de interés como la
calabaza, el pepino, sandia, jitomate y chile. En México se encontrd por primera
vez en 1952 en la universidad Autbnoma Chapingo, en el Estado de México, y

es el responsable de la marchitez en cultivos de chile (INIFAP, 2008).

Este fitopatdogeno pertenece a la clase Oomycetes, el cual es confundido con
hongos, no que pertenece al reino fungi sino al Chromista, su desarrollo éptimo

oscila en temperaturas del suelo entre 15y 23 °C (Martinez-Pacheco, 2015).
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El oomiceto Phytophthora principalmente se mantiene en las raices infectadas
0 en el suelo bajo distintos estadios: por ejemplo, como forma de oosporas,
esporangios, clamidosporas o de micelio. Los sintomas que presenta una planta
infectada por P. capsici son la marchitez leve que en un lapso de 3 a 4 dias se
marchita completamente, las plantas enfermas presentan una presentan una
banda oscura que cifie el tallo y cuello de esta, en las hojas y ramas presentan
lesiones como tizones de color verde amarillento y de color café, la marchitez

completa de la planta lo lleva a la muerte (INIFAP, 2008).

Rhizoctonia solani

La marchitez en las plantas de chile también esta asociada a hongos que
pueden llevar a la muerte a la planta, un hongo conocido en causar grandes
pérdidas a los productores es Rhizoctonia solani, que incluso puede atacar en

asociacién con P. capsici y Fusarium spp., matando a la planta en 10 dias.

La capacidad de infeccion de este hongo lo determinan las condiciones
ambientales como la temperatura y humedad, considerandose uno de los
fitopatbgeno que causan mayor dafio en el cultivo del chile, ademas se ha
reportado que puede infectar a un extenso grupo de plantas de diferentes

especies de importancia econémica (Gour, 2012).

Los principales sintomas que produce R. solani en plantas de chiles, son la
pudricién de las partes superficiales y de tallos que estan en contacto con el

suelo, asi como lesiones oscuras en raices y semillas (Gonzalez-Garcia, 2008).

Factores abioticos

La produccién de chile también se ve afectada por factores abidticos, como
temperaturas elevadas mayores a 32 °C y menores a 15 °C, suelos con pH
acidos, salinidad en los suelos de cultivo y sequia. Estos factores afectan
diferentes estadios de la planta: su crecimiento general, el ciclo de floracion, asi
como el fruto. Provocando un bajo rendimiento en la cosecha (Ochoa-Alejo y

Ramirez-Malagon, 2001).
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Los factores climaticos, son fundamentales para el crecimiento y desarrollo
adecuado del cultivo, cambios bruscos pueden determinar el éxito de una
cosecha, las temperaturas por debajo o arriba de las Optimas retrasan el
crecimiento de las plantas, interrumpen la floracién, generan frutos amorfos y
retrasan o disminuyen la produccion, por ejemplo La temperatura optima de
crecimiento de las plantas de jitomate fluctia de 20 a 30° C durante el diay de
12 a 17° C durante la noche, las temperaturas por debajo o arriba de las 6ptimas
retrasan el crecimiento de las plantas, interrumpen la floracién, generan frutos
amorfos y retrasan o disminuyen la produccion, es por esta razén que la
produccion se ve afectada en los meses correspondientes a otofio — invierno
(Lépez-Marin, 2016), en el cultivo de Chile también influye el cambio de
temperatura, recordemos que el chile es una planta que tuvo su origen en
regiones templadas, donde su temperatura 6ptima de crecimiento es de 25 — 30
°C, por lo que temperatura inferiores a 15 °C o mayores a 32 °C trae
consecuencias en su desarrollo y produccién, por ejemplo, la temperatura del
aire también influye en la formacion y viabilidad del polen; una temperatura
arriba de 30 °C que se presente 15 dias antes de la polinizacion ocasiona
esterilidad del polen (Medina-Garcia, 2017).

Por otro lado, también el estrés por sequia o por salinidad causa dafios
irreparables en la mayoria de los cultivos, afectando el rendimiento y la
sostenibilidad de la agricultura, siendo el agua una fuente vital para las plantas,
la ausencia o limitacion de esta se ve reflejado en uno de los estreses mas
agresivos para la planta. El agua en las representa cerca del 90% de su peso y
desemperia funciones vitales para la planta, en el cultivo de chile hay reportes
gue sefalan que el rendimiento disminuye a medida el agua aprovechable se
reduce, como respuesta de la planta disminuye la produccién o puede llevar a
la muerte (May-Lara et al., 2011). Debido al cambio climatico en donde apunta
a cambios bruscos meteoroldgicos, los principales estados productores de chile
buscan alternativas ante el prondstico de sequia, principalmente optan por una
produccion bajo un sistema de riego, sin embargo los pequefios productores

gue no alcanzan este tipo de tecnologia se ven afectados seriamente.

El estrés por déficit hidrico o por sequia se produce cuando las plantas estan en

un ambiente escaso en agua, este estrés no solamente esta relacionado a la
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falta de agua en el ambiente, sino que también esta relacionado con las bajas o
altas temperaturas y un exceso de sales (Hipersalinidad) en el suelo, estas
condiciones provocan un déficit de agua en las células, provocando el estrés
osmotico (Levitt 1980, Moreno 2009).
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ANTECEDENTES

Trichoderma es uno de los principales microorganismos benéficos mayormente
utilizados en la actualidad; en las ultimas décadas se han investigado varias
especies micoparasitarias de Trichoderma, por ejemplo, T. atroviride, T. virens,
T. harzianum y T. asperellum, con el fin de determinar las enzimas involucradas
en la degradacién de la pared celular de hongos patégenos (Sharma et al, 2020).
Mas recientemente, la interaccion directa entre estas especies y algunas plantas
también ha recibido mucha atencion en la investigacion. Se ha demostrado que
algunas enzimas como celulasas, xilanasas, peroxidasas etc. estan involucradas
en el didlogo cruzado entre plantas y Trichoderma spp. y en la induccién de

respuestas de defensa vegetal (Hermosa et al., 2012).

Algunas cepas de Trichoderma spp. secretan una proteina no catalitica llamada
swollenina, a esta proteina se le atribuye la capacidad de desorganizar la region
cristalina de la celulosa sin producir cantidades detectables de azlcares

reductores.

La swollenina se caracterizo por primera vez en el hongo saproéfito T. reesei
(Saloheimo et al., 2002) y se ha descrito en otras especies de Trichoderma y asi

como de Aspergillus y Penicillium (Chen et al., 2010, Kang et al., 2008).

Estructuralmente la swollenina contiene un dominio de union a celulosa (CBD)
N-terminal, enlazado a través de un dominio similar a expansina C-terminal
(figura 13). La proteina descrita en T. reesei se denomino swollenina (swol) y el
gen swol de “swollen” que significa hinchado” debido a su capacidad para
hinchar las fibras de algodén probablemente debilitando los puentes de
hidrégeno entre las fibras sin liberar azucares reductores (Saloheimo et al.,
2002).
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Figura 13: Estructura de las proteinas tipo expansina. A) swollenina B) Loosenina

Se ha sugerido que estas proteinas estan involucradas en la remodelacién de la
pared celular, que es un proceso que Trichoderma tiene que enfrentar para
colonizar el sistema de raices de las plantas. Brotman et al., en 2008, observaron
gue la sobreexpresion de swollenina en T. asperellum resultd en un aumento
notable en la capacidad del hongo para colonizar las raices del pepino y que el
Médulo de Union a Carbohidratos (CBM) de esta proteina por si solo fue
suficiente para estimular respuestas de la defensa local atribuyéndole el término
de MAMP.

En 2011 Reithner et al., a partir de analisis transcriptbmico comparativo de
Trichoderma atroviride IMI206040, identificaron genes relacionados con el
micoparasitismo en T. atroviride, en el cual, se realizaron confrontaciones de T.
atroviride con fitopatdégenos y analizando los genes que se expresaban antes,
durante y después del contacto de T. atroviride con el patégeno se encontré que
un gen (swol) con alta similitud a la swollenina de T. reesei registra altos niveles
de expresion durante las etapas tempranas de confrontacion (antes del contacto)
con el hongo fitopatégeno Rhizoctonia solani.

En 2013, en el laboratorio de Biologia molecular de hongos (LBMH), del Centro
en investigacion en biotecnologia (CEIB), de la Universidad Auténoma del
Estado de Morelos (UAEM), Atriztan-Hernandez transformé una cepa de T.
atroviride con el gen de la swollenina (swol), para que fuera sobreexpresado y
evaluar su capacidad micoparasitaria. Se demostré que la sobreexpresion de
swollenina (T.aSswo1l) incrementa la capacidad de parasitar a ciertos hongos
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fitopatdgenos comparado con la cepa silvestre, esto se atribuye a su capacidad
de ser una proteina que interacciona y afloja la pared celular de hongos,
aflojando la estructura de quitina haciéndola disponible para las enzimas de
degradacion (Atriztan-Hernandez 2013). Ademas, Mehta R., durante su de tesis
doctoral (2014), evalué la colonizacion de plantas de chile (Capsicum annum L.)
variedad guajillo con la cepa sobreexpresante de swollenina (T.aSswo1-28).
Demostraron que en las plantas de chile inoculadas con la sobreexpresante
(T.aSswo01-28) se vio que producian mas biomasa, debido a una colonizacion
mas extensa de su sistema radicular. Por otra parte, también observaron una
mayor resistencia al estrés por frio y calor en comparacion de las plantas
inoculadas con la cepa silvestre o no inoculadas, asi como también una mayor
resistencia contra la infeccion por Rhizoctonia solani (datos no publicados).
Resultados similares obtuvo Martinez-Villamil (2017), en donde evalué la
colonizacion de T. atroviride sobreexpresante de swollenina (T.aSswo1-28) en

plantas de jitomate (Solanum lycopersicum L.) (Sanchez-Cruz et al., 2021).
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JUSTIFICACION

Como una alternativa biolégica al uso de agentes quimicos en la produccion de
cultivos de interés alimenticio y econdmico como el chile, se han implementado
el uso de productos bioldgicos como pueden ser los microorganismos benéficos
para las plantas. El género Trichoderma sp. alberga especies que se han
utilizado como control biolégico de algunos fitopatégenos, ademas de su efecto
en la promocién de crecimiento en plantas y la proteccién que les brinda hacia
ciertas enfermedades y diferentes tipos de estrés. Sin embargo, falta mucho por
indagar en el proceso por el cual Trichoderma se asocia con la planta huésped,
hay reportes de proteinas efectoras y proteinas de degradacion de pared celular
gue estan involucradas en la colonizacién de raiz, una de ellas es la swollenina
una proteina tipo expansina remodeladora de pared celular, que actta de igual
manera en el proceso de micoparasitismo alterando la pared celular de algunos
fitopatogenos. Se sabe que la sobreexpresante de Swol incrementa el
crecimiento y desarrollo de plantas de chile; sin embargo, se desconoce de
manera especifica si esta involucrada en los primeros pasos de colonizacion de
raiz de esta planta, por lo que es muy importante conocer el papel del gen swol
de Trichoderma en la colonizacion, desarrollo de la planta y la respuesta que

brinda frente a fitopatégenos y diferentes tipos de estres.
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HIPOTESIS

La proteina swollenina (Swo1l) de Trichoderma atroviride esta involucrada en el
proceso de desestructuracion de las paredes celulares de raices de plantas de
chile y por lo tanto en su colonizacion, permitiendo una mejor induccién de

respuesta a estrés bidtico y abiodtico que la cepa silvestre.

OBJETIVO GENERAL

Explorar el papel de la proteina swollenina de Trichoderma atroviride durante la
colonizacion y respuesta a estrés de plantas de chile mediante el uso de

mutantes y sobreexpresantes del gen swol

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de las diferentes cepas de T. atroviride
sobreexpresantes y mutantes deletorias del gen swol sobre los
porcentajes de colonizacion de plantas de chile.

e Determinar la capacidad de las diferentes cepas de T. atroviride
sobreexpresantes y mutantes deletorias de la swollenina para
aumentar la supervivencia a estrés abiético.

e Determinar la capacidad de las cepas de T. atroviride
sobreexpresantes y mutantes deletorias de la swollenina para inducir
la produccion de osmolitos en respuesta a estrés abidtico en plantas de
chile.

e Analizar la capacidad de las cepas T. atroviride sobreexpresantes y
mutantes deletorias de la swollenina para inducir la expresion de genes

relacionados con resistencia a estrés.
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METODOLOGIA

Material de trabajo

A continuacion se muestra la cepas de Trichoderma atroviride que se utilizaron
en este trabajo

Tabla 2: Cepas utilizadas en este trabajo

CEPAS DE TRABAJO

Clave Tipo Organismo
WT Tipo silvestre Trichoderma atroviride
WT con el Vector vacio

Ta.pUE10 Trichoderma atroviride

insertado
Sobreexpresante del

Taswo1l-10 Trichoderma atroviride

gen swol

Sobreexpresante del

Taswo01-28 Trichoderma atroviride
gen swol

Taswo1l-6A Mutante del gen swol Trichoderma atroviride

Taswo1-8A Mutante del gen swol Trichoderma atroviride
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En la siguiente tabla se muestran los oligos utilizados en este proyecto

Tabla 3: Informacion de oligos utilizados en este trabajo.

OLIGOS UTILIZADOS

Clave Uso Secuencia (5’ - 3’)
FE-fwd gPCR-Factor de TCCAACCCTTCTTGAGGCTC

elongaciéon de C. annum

FE-rvs gPCR-Factor de CTGTCCCTGTTGGTCGTGTA

elongacion de C. annum

J1-2R gPCR-Defensina de C. GCACACTCCATGCGTTTCTT
annum

J1-2R gPCR-Defensina de C. CGCAAGTTCTTGCCTCAACA
annum

PR2-Fw  gPCR - Glucanasade GTTAGGTCGTTCATTGATCCGATTA

C. annum

PR2-Rv  gqPCR —B Glucanasade @ AGTGAACCATCTTGTACCACCAC
C. annum

SwoM-F = Verificar mutantes de T. GTTAGGTCGTTCATTGATCCGATTA

atroviride

SwoM-R | Verificar mutantes de T. AGTGAACCATCTTGTACCACCAC

atroviride
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Medios de cultivo utilizados

PDA (Agar papa dextrosa)

Composicién gramos/litro — pH 5.6 £ 0.2
Extracto de papa 4 g

Dextrosa 20 g

Agar 15 ¢

PDB (Caldo papa dextrosa)

Composicién gramos/litro — pH 5.6 £ 0.2

Extracto de papa 4 g

Dextrosa 20 g

Antibidticos

Higromicina B a una concentracion de 100 pg/ml
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Pases monospoéricos

Se trabaja con 2 mutantes carentes del gen swol (Mutante Taswo1-6A, Mutante
Taswo1-8A), 2 cepas sobreexpresantes de Swol (Taswol-28 y Taswol-10), una
cepa con el vector vacio (Ta.pUE10) y la cepa silvestre (WT). Todas las cepas
se tomaron del laboratorio de biologia molecular de hongos en colaboracién con
el Dr. Edgar Balcazar Lopez. Las cepas se sembraron en medio PDA con
higromicina 100 pg/ml, posteriormente se tomaron las esporas y se hicieron
diluciones hasta 10 y se sembraron en PDA con higromicina 100 pg/ml y Tritén
0.5%, posteriormente se tomo una colonia transformante aislada y se repiti6 el
proceso 3 veces. Este proceso asegura la homogeneidad de la poblacion en

cuanto a la integracién del vector, sea para sobreexpresar o sea para deletar.

Desinfeccion y germinacion de semillas de chile

Las semillas se desinfectaron, bajo condiciones de esterilidad. Inicialmente se
lavaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 10 % por 3 min.
Posteriormente se decanté y se lavd con agua destilada estéril, a continuacion,
se realiz6 un segundo lavado con etanol al 70 % por 4 min, después se lavaron
con abundante agua destilada. Las semillas desinfectadas se colocaron en una
charola con papel estraza con agua destilada estéril hasta cubrir las semillas

completamente para su germinacion

Inoculacion de plantulas con las cepas de Trichoderma atroviride

Una vez que las semillas germinan, se trasplantaron a macetas con sustrato
(Vermiculita — agrolita — peet moss, en una relacion de 1-1-3 volumenes), donde
se inocularon con las cepas de trabajo en una concentracion de 1x108 esporas
por mililitro por planta. Se trabajaron con 3 lotes de 35 plantas, en donde cada
lote contenia 5 plantas inoculadas con las mutantes (Taswol-6A y Taswol-8A),

5 plantas con las (Taswo1-10 y Taswo1-28), 5 plantas inoculadas con la cepa
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WT, 5 plantas inoculadas con la cepa con el vector vacio (Ta.pUE10) y 5 plantas

sin inocular.

Andlisis estadistico

Los datos de cada prueba fueron analizados con el paquete estadistico
GraphPad Version 6.1, bajo un disefio completamente al azar, por el método de

TUKEY utilizando un nivel de significancia de p<0.05.

Tolerancia al estrés abiético de las plantas de chile

Para evaluar la tolerancia al estrés abiotico por sequia se utilizaron 3 lotes de 35
plantas y se inocularon con las cepas como se menciond anteriormente y se
utilizaron plantas no inoculadas como control. Después de una semana del
trasplante, las plantulas fueron inoculadas con esporas de las diferentes cepas
a una concentraciéon de 1x108 esporas por ml, 15 dias post inoculacién se
dejaron de regar por 13 dias, y al dia 13 se evaluo el porcentaje de supervivencia

y se extrajeron los osmolitos de la parte aérea de la planta.

Cuantificacion de osmolitos por HPLC

En el dia 13 de estrés por sequia, se realizé la extraccion de Trehalosa, manitol
y eritritol, por el método Bligh y Dyer (1959). Las hojas, tallos y raices de las
plantas de los distintos tratamientos, se maceraron y suspendieron en 3680 ul
de solucion Bligh y Dyer (compuesto de cloroformo-metanol-agua [10:5:3.4]) y
se agitaron vigorosamente durante aproximadamente 30 min. Se afiadieron 433
ul de cloroformo y 433 pl agua desmineralizada, y la suspension se incub6
durante 30 min con agitacién. Las muestras se centrifugaron a 5500 g durante
10 minutos para la separacion de fases. Los solutos se encontraran en la fase
superior metanol- agua y estos fueron transferidos a un tubo conico de 15 mi

donde se congelaron a - 20 °C hasta su analisis por HPLC (Kogej et al., 2007),
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Determinacion de prolina

La extraccion y determinacion de prolina, se llevé a cabo por el método de
Shabnam et al (2015). En el dia 13 de sequia, se tomaron 500 mg de material
vegetal de la parte superior de la planta (tallo y hojas), fueron macerados con 5
ml de &cido sulfosalicilico al 3%, posteriormente se centrifugd a 1300 rpm por 10
min, 500 pl del sobrenadante se mezclé con 1 ml de ninhidrina &cida al 1.25% y
se incubd 30 min a 100 °C, después de la reaccion con ninhidrina acida se midié
la absorbancia a 508 nm, los célculos para determinar la concentracion se
obtuvieron con ayuda de una curva de calibracion (0-30 ug/ml) utilizando L-

prolina (Sigma).

Evaluacion de la resistencia ainfeccion por Rhizoctonia solani.

Para evaluar la resistencia a la infeccion por el hongo fitopatégeno se tomaron
hojas del tercer nodo foliar. Posteriormente bajo condiciones de esterilidad, las
hojas se colocaron por separado en cajas de Petri, sobre papel filtro himedo y
se inocularon, poniendo en el centro de cada hoja discos de agar micelial de 5
mm de diametro de cultivos de 7 dias de crecimiento en PDA del fitopatdégeno R.
solani. Después de la inoculacion las cajas se colocaron en bolsas a temperatura
ambiente, el desarrollo de la enfermedad se evaluara 3 dias después de la

inoculacion.

Cuantificaciéon de la expresién de genes marcadores de resistencia en
plantas de chile inoculadas con las cepas de T. atroviride por g-PCR.

Para evaluar si la inoculaciéon con las cepas de trabajo en plantas de chile
interferia en la expresion de genes marcadores de la resistencia sistémica, se
extrajo el ARN total de hojas de plantas se extrajo de acuerdo con Viterbo et al.,
(2005) utilizando el método Trizol® segun el fabricante (Invitrogen). El ARN se
tratd con la ADNasa libre de ARNasa y se limpidé posteriormente utilizando
columnas RNeasymini (Invitrogen). EI ARN total (2 ug) se sometié a la sintesis

de la hebra complementaria utilizando la transcriptasa inversa SuperScript Il
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(Invitrogen) de acuerdo con el procedimiento del fabricante, utilizando oligo (dT)
como cebador. Se utilizaron oligonucleotidos (ver tabla 3) correspondientes al
Factor de elongacion, defensina y proteinas PR2 (Glucanasa), respectivamente.
Para el andlisis de gPCR se utilizo el Fluoruforo al SYBR Green QIAGEN® y se
siguié las instrucciones del fabricante, primeramente se hizo las
estandarizaciones de los oligos: temperatura (£ 2 °C TM) y concentracion. A
continuacion se calculd la eficiencia de los oligos utilizando el valor de la
pendiente cercano a 1, ultimamente se procedi6 a realizar los analisis por

triplicado.
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RESULTADOS

Para comprobar el efecto de las diferentes cepas de T. atroviride (cepas
sobreexpresantes, mutantes, con el vector vacio y la cepa silvestre) en la
promocion del crecimiento en plantas de chile, se evaluaron diferentes
parametros de crecimiento (peso humedo, peso seco, altura de planta y longitud
de raiz) utilizando como control a plantas sin inocular (C-), las plantas fueron
inoculadas con las diferentes cepas de Trichoderma atroviride bajo condiciones
Optimas de crecimiento. Como se puede ver en la figura 14 el tamafio de las
plantas tratadas con las cepas fue mayor comparado con las plantas sin inocular,
ademas se puede apreciar un follaje mas abundante y area de hoja de mayor
tamario, principalmente en las plantas tratadas con las cepas que sobreexpresan
a la swollenina. Como se puede apreciar en la figura 15a el analisis estadistico
arrojo una diferencia significativa entre las alturas de las plantas tratadas con T.
atroviride que sobre expresan la swollenina, repitiendo el efecto en las dos cepas
sobreexpresoras, (figura 15), por otro lado, la longitud de raiz de igual manera
mostr6 un mayor tamafio y peso en las plantas tratadas con las
sobreexpresantes. También pudimos corroborar que al igual que en la altura, la
longitud de raiz mostro una diferencia significativa en todos los tratamientos
respecto a las plantas sin inocular; en cuanto al peso fresco y seco de las plantas,
(Figuras 15y 16), se observa que todas las plantas tratadas con las cepas de T.
atroviride mostraron un mayor peso tanto fresco como seco, destacando
significativamente las plantas tratadas con las cepas sobreexpresantes. Es de
destacar que las cepas mutantes en swol se comportaron de manera muy
similar a las plantas inoculadas con la cepa silvestre y la cepa con el vector vacio,
por otro lado, las plantas sin inocular mostraron estos parametros de manera

significativamente inferior a todos los demas tratamientos.
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Figura 14: Trichoderma atroviride induce el crecimiento en plantas de chile a)
Comparacion de imagenes representativas de plantas no inoculadas (S/l) y plantas
inoculadas con las cepas de T. atroviride en condiciones oOptimas. Arriba, vista aérea;

abajo, vista lateral. b) Comparacion del sistema radicular entre los diferentes

tratamientos.
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Figura 15: Las cepas sobreexpresantes incrementan la longitud de las plantas a)
Medicion de altura de planta y b) longitud de raiz de plantas inoculadas y no inoculadas
con los diferentes tratamientos. Los “*” encima de las barras indican la diferencia

estadisticamente significativa entre tratamientos, ANOVA, p<0.05 por prueba TUKEY.
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Figura 16: Las cepas sobreexpresantes incrementan la biomasa de las plantas a)
Medicion del peso humedo de la planta y b) peso seco de plantas inoculadas y no
inoculadas con los diferentes tratamientos. Los “*” sobre las barras indican la diferencia

estadisticamente significativa entre tratamientos, ANOVA, p<0.05 por prueba TUKEY.
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Evaluacion la capacidad de colonizacién

Por otro lado se decidio evaluar el efecto de las cepas sobreexpresantes y
mutantes del gen swol sobre la capacidad de colonizacion en las plantas, esto
se corroboré indirectamente con el peso tanto fresco y seco del micelio aislado
del interior de la raiz, cultivado en una caja Petri sobre celofan, como se puede
ver en la figura 17, la colonizacion es mayor en aquellas plantas inoculadas con
las cepas que sobreexpresan a la swollenina, mientras que la colonizacion por
parte de las mutantes se comporto significativamente igual que la WT y la cepa
del vector vacio, por lo que no se vio afectado su capacidad de colonizacién al

tener ausente el gen de la swollenina.
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Peso seco de micelio
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Figura 17: La sobreexpresién de la swollenina incrementa la colonizacién en plantas de
chile a) Comparacion de los pesos frescos de micelio crecido en cajas petri b)
comparacion de pesos de micelio seco. Los “*” sobre de las barras indican la diferencia

estadisticamente significativa entre tratamientos, ANOVA, p<0.05 por prueba TUKEY.

Evaluacion de larespuesta a estrés biotico

De igual manera se evalué la respuesta a estrés bidtico (infeccion por R. solani)
de plantas crecidas 30 dias post inoculacién y plantas no inoculadas, bajo
condiciones 6ptimas de crecimiento. Se tomaron hojas del tercer nodo foliar y se
colocaron en cajas de Petri con papel filtro himedo, posteriormente se colocé un
disco de 5 mm de didmetro de un cultivo en sélido de R. solani, 3 dias después
de la infeccion se evalud el area de dafo (ver figura 18) con ayuda del programa
ImageJ (Figura 19), los datos demostraron que la sobreexpresion de la
swollenina influye en la resistencia a la infeccion por el fitopatdgeno R. solani
mostrando un porcentaje de dafio bajo (13 %) comparado con las hojas de
plantas no inoculadas donde el dafio fue mayor (76.5 %); sin embargo, la
inoculacion con las cepas mutantes también mostraron un efecto positivo,

reduciendo el porcentaje de dafio hasta cerca del 20%. Esto podria deberse a
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gue se estan expresando otras proteinas que pudieran activar el sistema de
defensa de las plantas, por otro lado, la inhibicion del crecimiento del patdgeno
en las plantas tratadas con la cepa WT y la Ta.pUEZ10 (T. atroviride con el vector
vacio) se comportan de manera similar; sufren menos dafio que las plantas sin

inocular, pero mas que las plantas inoculadas con las sobreexpresantes o las

Ta. pUE10
Taswo1-10 Taswo1-28 Taswo1-6/A Taswo1-8AA

..

mutantes.

Figura 18: El usos de cepas de T. atroviride (cepas sobreexpresantes, mutantes, con el
vector vacio y la cepa silvestre) reducen el dafio causado por R. solani en hojas de
plantas de chile.
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Figura 19: Las cepas sobreexpresantes reducen el dafio causado por el hongo

“kn

fitopatdogeno R. solani. Los “*” sobre de las barras indican la diferencia estadisticamente

significativa entre tratamientos, ANOVA, p<0.05 por prueba TUKEY.

Cuantificacién de la expresion de genes de defensa

Para verificar y cuantificar si la expresibn de genes relacionados con la
resistencia sistémica, se induce en la planta al estar asociado a T. atroviride, se
procedié a la cuantificacion por qPCR de los genes pr2 (glucanasa) y defensina
(J1), utilizando el Factor de elongacion como control, para ello se extrajo el RNA
total de las plantas inoculadas con los diferentes tratamientos (Ver figura 20).
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Figura 20: Integridad del ARN extraido de plantas. Imagen de un gel de agarosa al 3%

del RNA total extraido de las hojas de plantas bajo diferentes tratamientos

Posteriormente para poder amplificar el gen utilizando los oligo disefiados se
sometieron 2 pg de RNA total a transcripcion reversa con la transcriptasa
reversa, como resultado de este experimento las plantas tratadas con las cepas
sobreexpresantes mostraron un incremento en la expresiéon de ambos genes,
siendo las PR2 quienes tuvieron su mayor expresion, por el contrario, las otras
plantas tratadas no mostraron diferencia significativa respecto al control sin
inocular. De igual manera la defensina mostré un incremento en plantas tratadas
con las cepas sobreexpresantes, siendo significativamente mayor que los otros

tratamientos
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Figura 21: La inoculacion con Trichoderma induce la expresion de genes relacionados
con la defensa en plantas a) Defensina de planta de chile b) pr2 (B-Glucanasa) de
plantas de chile. Los “*” sobre de barras indican la diferencia estadisticamente

significativa entre tratamientos, ANOVA, p<0.05 por prueba TUKEY.
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Estrés por sequia

Decidimos evaluar la capacidad de las plantas para resistir el estrés por sequia
por 13 dias, ya que en experimentos anteriores se comprobd que bajo las
condiciones del invernadero, las plantas inoculadas con las cepas WT a partir

del dia 13 ya no presentaban una recuperacion al ser regadas.

Las plantas fueron tratadas con cepas mutantes y sobreexpresoras de la
swollenina, asi como los controles incluyendo la cepa silvestre (WT), la cepa con
el vector vacio (Ta.pUE10) y un control positivo donde la planta se regé
normalmente. Como se puede apreciar en la figura 22, las plantas tratadas con
las cepas que sobreexpresan la swollenina fueron las Unicas que sobrevivieron
al déficit de agua por 13 dias, mientras el control positivo (planta sin inocular,
regada normalmente) mostré un crecimiento normal. En la figura 23 se puede
apreciar el proceso del desarrollo de las plantas sometidas a estrés por sequia,
desde el dia 1 las plantas tratadas con las sobreexpesantes mostraron un mayor
tamafio comparado con los otros tratamientos, este efecto se mantuvo durante

todo el tiempo de estrés por sequia.
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Ta. pUE10

C- Taswo1-10 Taswo1-28

C- Taswo1-6A Taswo1-8A

Figura 22: Plantas sometidas a estrés por sequia durante 13 dias a) planta regada
normalmente (C+), planta sin inocular (C-), y plantas inoculadas con las cepas
sobreexpresantes Taswol-10 y Taswo1l-28. b) Mismos controles C+ y C- comparados
con plantas inoculadas con la cepa WT y con la cepa con el vector vacio Ta.pUE10 c)
Mismos controles C+y C- comparados con plantas inoculadas con las cepas mutantes.
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Figura 23: Las cepas sobreexpresantes inducen resistencia a sequia. Analisis temporal

del estrés por sequia desde el dia 1 al dia 13 sin riego excepto el control positivo
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Figura 24: Las inoculacién con cepas sobreexpresoras disminuyen la mortalidad
durante el estrés por sequia

Cuantificacién de osmoprotectores

Para evaluar si los osmolitos (trehalosa, manitol, eritritol y prolina) estan
involucrados en la proteccién de las plantas ante un estrés por sequia, se evalu6
la capacidad de las diferentes cepas de T. atroviride para inducir las produccién
de estos, después de 13 dias sin riego, se analizaron por HPLC las
concentraciones de trehalosa, manitol y eritritol, osmolitos relacionados en
respuesta a estrés; como se puede apreciar en la figura 25 las plantas inoculadas
con las cepas sobreexpresantes (Taswol-10 y Taswol-28) no mostraron un
cambio significativo en cuanto a la concentracion de los osmolitos evaluados,
comparados con el control positivo; por el contrario se vio un aumento
significativo en otros tratamientos respecto al control positivo (planta regada sin
inéculo) y a las plantas tratadas con las cepas sobrexpresantes en las
concentraciones de trehalosa y manitol. En el caso del eritritol, no se observaron

cambios significativos en ninguno de los tratamientos
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Figura 25: La inoculacion de T. atroviride no incrementan la concentracion de a)

trehalosa b) Manitol c) Eritritol presentes en las plantas expuestas a estrés hidrico

kN

durante 13 dias. Los sobre las barras indican la diferencia estadisticamente

significativa entre tratamientos, ANOVA, p<0.05 por prueba TUKEY.

Para determinar si el osmoprotector prolina esta involucrado en la supervivencia
de las plantas, éstas fueron procesadas de igual manera en el dia 13 de estar
expuestas a sequia, se extrajo la prolina presente en ellas, dando como resultado
gue las plantas inoculadas con las cepas sobreexpesantes indujeron una mayor
concentracion de prolina en las plantas, obteniendo valores significativamente
diferentes comparado con los otros tratamientos (Figura 26), las cepas mutantes
de la proteina swollenina también indujeron la produccion de prolina; sin
embargo esta fue menor y las plantas no sobrevivieron, cabe mencionar que los

controles positivos y negativos mostraron una minima concentracion de prolina
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Figura 26: Las cepas sobreexpresoras incrementan significativamente la concentracion
de prolina presente en plantas después del estrés por sequia. Los “*” encima de las
barras indican la diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos, ANOVA,
p=<0.05 por prueba TUKEY.

Verificacion de mutantes

Dado que los resultados obtenidos con respecto a proteccion de resistencia a
hongos en donde las mutantes mostraron un porcentaje de proteccion en la
planta, se procedi6 a verificar por PCR la eliminacion completa del gen swol en
las estas (Taswol-6A y Taswol-8A) de T. atroviride, se disefiaron
oligonucledtidos que flanqueaban la secuencia de dicho gen (figura 27),
amplificando los fragmentos esperados. Como se puede ver en la figura 28, para
la cepa WT se obtuvo una banda de 2005 pb, mientras que para las mutantes
una banda de 1600 pb. Con esto se comprobé que efectivamente el gen de la
swollenina estaba completamente deletado, descartando la posibilidad que la

swollenina estuviera expresandose.
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7 ATGTTGCG TARACTTAGCCTACT GGCACTAGCGGECCTTGTTTCC CACTCGE TACAGCAG
AGCTGTGCGGCCTTATAGTGAGTAAAGTCGAGGGTAGTAAGAGAARA CAAGAGT CAGTICTT ACTARCGE
ARATTCAGTGGCCARTCT GEAGGARGTGEATGGTCCGEGE CEACGTG CTGCETT TCTGGTGCCCAGTGTA
GCGCGTTGAATCAATACT ATTCTCAATGCGTACCATCARC TGTATGAGCTGTAGC TGTTTCTATGGARCT
ATTCTRAACAT CACGCAGGGTAGCAGCEGCCCT ACTGEATCATCGTCT TCAACTACCTCGATCCCTCACTC
TCAATCATCATCTGCTAGCCACTCATCCGETGGCCAGTCATCTGTTIG GCCARTCARCCGGCGTGTCCACG
TATACCACCACCGATACCTCTACTGTIGCTCT CCATTCACAGTCTCC TTACCCGAGTATTGCTGCGTCCA
GCTGOGGCECATGEACCT TGETTGATAATGTG TGCTGCCCATCATAC TGTGCCACCGATGATACCTCGGR
GAGCTGTACT TGCAGTGACTGCACT ACACCACCTTCTGCAGATTGCARATCCGGAACAATG TATCCGGAR
GTCCATACCGTTAGCACCARTGAGACT TGGCATTACAGTG TGAGACCGTTTAACCCARTGCAARTGGCTC
TCGATATGCTGCTGACTT TTEGACCTETCETATTAGAGAT CTACTCATTTCGGGT TARCCAG CGGCGEAG
CCTGTEGCTTCRGCCTCT ACGGTTT GTGCACALARLGECAG TETCACG GCARGCT GGACGEATCCARTGCT
TGGTACARCATGTGATGC CTTCTGT ACAGCET ACCCICTGCTCTGCARRGATCCT GCGGEARCTACTCTT
CGTGGAAATT TTGCGGCACCAAATGGAGATTATTACACGC AGGTARGAGTARAGT CTGCCAATCTATCT T
CTATGCTGATCATGTTCT AGTTCTGGCCTTCTC TGOCAGE GEATCTT GACARCTATCTTICT TGTGGTGR
ATGTATCGAACTTATCCARACGARGCCCEACGGCACCGAC TACGCTG TAGGCGAAGCTGECTACACGGAT
CCAATCACGCTGGAGATT GTAGACAGCTGCCCCTGCAGCG CGAACTCCAAGTGG TGCTGTARGGARRCT T
ATTAGCGCAT GCATGTAATARAGARCAATTTC TGACCART ATATTACAGGTGGCCOCGGOGCCEATCACT
GTGGAGAGAT CGACTTCARATACGGCTGTCCT CICCCTGC CEACAGCATGCATC TTGATCT CICTGATAT
TGCCATGGECCGATTACAGGECART GEGTCTCTCACCART GETGTGATTCCAACACGTTATAGGAGAGTA
CRATGCCCCARGCTTGGT AATGTTTATATATGGCT TCGARATGGCGGGGETCCG TATTATT TCGCCCTCA
CAGCTGTCAACGCCAATGGACCTGGGTCTGTCACAAAGAT TGAGGTCAGAGETGCAGETTCAAGCACTTG
GATCCCCCTCGTACACGATCCCARC TACACCAGTAGTCGT COGCARGARCGCTATGGTAGCT GEGTGATT
CCACARGGAT CGGGECCT TTCAACT T 2. CCCCA CAGGAGAGCARATT G
TCAACGAGCAAGCCATCAARACTTTCACTCCACCATCTACTGCAGAT CCCARCT TCTACTACATTGACAT
TGGTGTACAGTTTAGTAAGAACTGA!

AL AEEAEEC A CCECTTACC A CATCGACGTTAACTGATATTGAAGGAGCATTTT TTGGECTIGACTCEAG
CTAGTGGAGGTCAACAATEAATGCCTATTTT GET TTAGTCGTCCAGGC GET GAGCACARARTTTGTGTCG
TTTEACAAGATGGT TCATTTAGGCAACTGGT CAGATCAGCCOCACT TG TAGCAGTABCGECEECECTCEA
AGTGTGACT CTTAT TAGCAGACAGEAACGAGGRCATTATT ATCATCTGCTGCTT GETGCACGATRACTTG
GTGCETTTET CARGCAAGGTAAST GEACGACCCEGTCATACCT TCT TAAGT TCECCCTTCCTCCCTTTAT
TTCAGATTCAAT CTGACT TACCTATT CTACCCRAGCAT CCARAT GARARAGCCTGARCTCACCGCGRCET
CTGT CGRAGRAGTTT CTGATCGARA AT TCGACAGCGTCTCCGRCCT AT GCAGCTCTCGGAGEGCGRAGA
ATCTCGTGCTTT CAGCT TCGATCTAGGAGGEC AT GRAT AT GTCCTGCGGETARATAGCTGCGCCGATGET
TTCTACARAGAT CGTTAT GTTTAT O CACT TTGCAT O COGCGCTCCCGATT COGGRAGTGCTTACA
TTGGGEEAGTTCAGCGAGABCCTGACCTATTGCATCTCCOGCOGTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCT
GCCTEAACCRAACTGCCCGCTGTTCT CCAGCOGETCGOGEAGGCCAT GRAT GCGAT CGCT GCGECOGAT
CTTAGCCAGACGAGCGGETTCG5CCCATT CEGACCOCAAGGART CGGT CAATACACT ACATGECGTGATT
TCATATGCGCGATT GCT GAT CCCCAT GTGTAT CACTGGCARACT GT GAT GRACGACACCGT CAGT GCGTC
CBTCECGCAGGCTCTOGATGAGCTGAT GCTT TEEGCCEAGEACT GCCCCEARBTCOGECACCTCETGCAT
GOGGATTTCGGCTCCAACRATGTCCT GACGEACARTGGCCGCAT AACAGCGGTCATT GACT GEAGCGAGG
CEATETTOGGGEATTOCCRATACGASGTCGCCAACATCCTCTT CTEGAGGCCBTGET TGECTTGTATGGA
GCAGCAGRCGCGCTACT TCGAGCGRAGGCAT COGGAGCTT GCAGRATCGCCGOGCCTCOGGGCGTATATG
CTCCGCATTGGT CTTERACCAACT CTAT CAGAGCT TGET TGACGGCART TTCGAT GAT GCAGCT TGGGECGEC
AGGGETCGAT GCGACGCAATCGTCCEAT CCGRAGCCGEEACT GT CGGECGTACACAARTCGCCCGCAGARG
CBCGECCETCTGEACOGATGECTGTETAGRAGTACTCGOCGATAGT GEARACCGACGCCCCAGCACTCGT
CCGAGGGCAAAGGAATAGGCCTTTCAACTT NG -2 CCCCCACAGEAGAGCAARTTGTC
AACGAGCAAGCCATCAARACTTTCACTCCACCATCTACTGCAGATCCCAACTTCTACTACATTGACATTGETGTACAG

S N

TTTAGTAAGARCTGARCATATACACCRARGTAGGCTG SGTA GETCATGTTACTACTCATCCTTCATTC

Figura 27: Secuencia del gen swol (rojo) para ubicar el disefio de oligos .Oligos
resaltados en color verde. a) Secuencia del gen de swollenina color rojo y con intrones
en color negro b) Sustitucién del gen de la swollenina (rojo) por el gen de la higromicina

(azul).
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Figura 28: Amplificacion de la regién del gen swol, en la cepa WT, Taswol-6A y
Taswo01-8A
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DISCUSION

Trichoderma atroviride sobreexpresando a Swol, incrementa el
crecimiento de las plantas de chile vs la cepa silvestre

El uso de Trichoderma como agente benéfico para las plantas ha sido
comprobado ampliamente en los ultimos afios (Klein et al., 1998; Jaklitsch, 2011;
Hermosa et al., 2012 y Schmoll et al., 2016). En nuestro trabajo demostramos
gue las cepas de Trichoderma atroviride influyen positivamente en el desarrollo
de las plantas de chile. Se observé que las plantas tratadas con las cepas
sobreexpesantes fueron significativamente mejores que los tratamientos con la
cepa silvestre y las cepas mutadas de la swollenina, aumentando su biomasa y
su altura. Estos datos concuerdan con lo encontrado por Metha en el 2014, quien
demostro que las plantas inoculadas con una cepa de T. atroviride Tswo-28 que
sobreexpresa la swollenina tienen un mayor tamafio comparadas con las plantas
no inoculadas (datos no publicados). También observamos que las plantas
tratadas con las cepas mutadas del gen swol, tuvieron un mejor crecimiento que
las plantas sin tratamiento, y mostraron datos significativamente iguales a los
tratados con la WT, pero como se ha dicho, su talla es menor que aquellas
plantas inoculadas con las sobreexpresantes.

Estos resultados comprueban que tratar a las plantas de chile con cepas que
sobreexpresan a la swollenina, aumentan notoriamente el crecimiento de las
plantas; sin embargo, esta proteina no es el Unico factor que influye en el
aumento del crecimiento, ya que en las plantas inoculadas con las cepas
mutadas del gen swol no hubo una disminucion del efecto promotor comparado
con la inoculacion de la cepa silvestre, por lo que suponemos que hay otros
factores involucrados en la habilidad de Trichoderma como promotor del

crecimiento vegetal, aun sin la swollenina.

En este contexto, la literatura menciona que las diferentes especies de
Trichoderma utilizan diferentes vias para promover el crecimiento de las plantas,
como son: la produccion de fitohormonas (auxinas), compuestos organicos

volatiles como el 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP), metabolitos secundarios o
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alterando la homeostasis de las fitohormonas de las plantas ( Gravel et al., 2007.,
Vinale et al., 2008; Contreras-Cornejo et al., 2009., Viterbo y Horwitz, 2010.,
Saenz-Mata et al., 2014 ), aunado a esto podemos proponer que una mayor
cantidad de la proteina swollenina con actividad amorfogénica, permitiria una
mayor colonizacién de la raiz, lo que se ve traducido en una mayor promocién
del crecimiento vegetal al haber mas biomasa fungica dentro de la raiz, esto
concuerda con lo encontrado por Brotman y colaboradores en el 2008, donde la
cepa que sobreexpresa a la swollenina mostr6 mejores porcentajes de
colonizacion comparados con la cepa silvestre, en nuestro queda en una
perspectiva evaluar por otros métodos como el uso de la técnica de gPCR en

diferentes tiempos.

Resistencia a estrés biodtico inducido por T. atroviride

De igual manera se evalu6 la capacidad de respuesta ante la infeccion de R.
solani. Brotman y colaboradores en el 2008, reportan que el dominio de unién a
celulosa de la swollenina de Trichoderma harzianum induce la resistencia
sistémica en plantas de pepino frente a Botrytis cinérea. Metha y colaboradores
también reportan, que la respuesta a infeccion por patégenos en plantas de chile
(Alternaria solani y R. solani) es mucho mayor comparado con las plantas
inoculadas con las cepas WT y plantas sin inocular. Nuestros resultados
concuerdan con estos reportes, mostrando que las plantas tratadas con las
cepas sobreexpresoras muestran una resistencia al dafo producido por el
fitopatdogeno R. solani. Sin embargo, algo que nos sorprendié fue que las plantas
inoculadas con cepas de Trichoderma mutadas del gen de la swollenina,
presentan resistencia a la infeccion por R. solani, comportandose aun mejor que
la cepa WT y la del vector vacio. Estos datos sugieren que T. atroviride podria
estar expresando otras proteinas o moléculas que estan activando el sistema de
defensa en la planta que pueden “suplir’ la funcién de la swollenina al percibir la

ausencia de ésta.

Se sabe que la induccion del sistema de defensa en plantas se activa
principalmente durante los primeros pasos de interaccibn entre los

microorganismos Yy la planta. El didlogo molecular que existe entre Trichoderma
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y la planta huésped es muy amplia, Ramirez-Valdespino y colaboradores en el
2019 reportan una detallada y minuciosa informaciéon de las principales
moléculas efectoras que excreta Trichoderma, las cuales estan involucradas en
los primeros pasos de colonizacion, incluso la mayoria de ellas estan reportadas
como moléculas que activan el sistema de defensa de las plantas, entre ellas
encontramos hidrofobinas, ceratoplataninas, enzimas hidrolasas, metabolitos

secundarios, compuestos volatiles, entre otros.

Existe una gran lista de moléculas que pueden interaccionar y activar la defensa
en plantas, en el caso particular de Trichoderma atroviride, se sabe que tiene
presencia de genes que codifican para hidrofobinas y 3 genes que codifican para
ceratoplatanias, ambas moléculas son reportadas como MAMPs que participar
en la colonizacion e induccidn de la resistencia sistémica (Viterbo y Chet, 2010:
Salas-Marina, 2015).

Las ceratoplaninas actian como proteinas similares a la expansina que debilitan
los agregados de celulosa de la pared celular ( Baccelli et al., 2018 ), un modo
de accion similar al que presenta la swollenina, por lo que sugerimos que el éxito
gue muestran las mutantes de Swol en la induccion de la defensa contra
patogenos, se debe a que la cepa mutante estd compensando en los primeros
pasos de la colonizacién la ausencia de swollenina con la expresién aumentada
de las ceratoplataninas reportadas especificamente como MAMPs. Esto también
se sugiere al evaluar la capacidad de las cepas mutantes para colonizar la raiz
significativamente igual que la cepa silvestre, es necesario profundizar mas en
este apartado, realizando experimentos donde se incluyan mutantes de las

proteinas que son tentativamente las responsables.

Salas-Marina y colaboradores en el 2015, evaluaron el efecto de la proteina
EPL1 (ceratoplatanina) de T. atroviride como inductor de la resistencia sistémica
de tomate frente a B. cinérea, y comprobaron que esta proteina activa varias vias

de respuesta, induciendo asi la resistencia sistémica en la planta.
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Resistencia a estrés por sequia inducido por T. atroviride

Existen reportes que Trichoderma también protege a las plantas bajo
condiciones de estrés abidtico (Harman en 2004, Gusain et al. en 2014., Estévez-
Geffriaud et al.,, 2020). Gusain y colaboradores en el 2014 reportan a
Trichoderma harzianum como un microorganismo benéfico que influye en la
respuesta a estrés salino, activando la maquinaria antioxidante y otra serie de

respuestas benéficas, aumentando la supervivencia en las plantas.

Nosotros demostramos que diferentes cepas de Trichoderma atroviride pueden
inducir la resistencia a estrés por sequia en plantas de chile. Al evaluar la
resistencia de las plantas por 13 dias sin regar, utilizando un control positivo
plantas sin inocular regadas normalmente (C+); las plantas sin inocular y sin
riego (C-) mostraron una reduccion notable en el desarrollo de la planta,
mostrando dafios visibles a partir del dia 7 de sequia, por otro lado las plantas
inoculadas con las cepas T. atroviride WT, Ta.pUE10, y las mutantes de
swollenina (Taswo1l-6A y Taswol-8A) mostraron una talla mayor que el C-; sin
embargo se noté una reduccion del desarrollo y presentaron dafio aparente a los
dias 10 del proceso de sequia; por el contrario las plantas inoculadas con las
cepas sobreexpresoras, fueron las de mayor tamafio durante todo el proceso de
sequia (13 dias) indicando que no detuvieron su crecimiento durante el estrés,
ademas no mostraron dafio aparente al déficit de agua, comprobando que las
cepas que sobreexpresan a la swollenina pueden aumentar el tiempo de
supervivencia en las plantas de chile, ademas que no detienen su desarrollo en
comparacion con los otros tratamientos. Esto también indica que la o las vias de
resistencia a patdgenos y de tolerancia a estrés por sequia son distintas, una es
independiente de la swollenina (estrés por sequia, ya que las mutantes se
comportan de manera muy similar a las plantas inoculadas con las cepas
silvestres) y otra dependiente de la swollenina, su sobreexpresion o su ausencia

altera la respuesta a resistencia a fitopatogenos.

Los reportes indican que existen diferentes vias de proteccion en plantas contra
estrés por sequia, como el mantenimiento del potencial hidrico, rapido cierre de
estomas, alta eficiencia del agua, biosintesis de acido abscisico, sintesis de

osmoprotectores y solutos compatibles, reprogramacion de la expresion génica,

65



proteccién de estrés oxidativo (Aiken y smucker, 1996; Price et al., 2002; Ferdous
et al., 2015).

En este estudio evaluamos la acumulacién de diferentes osmolitos que se han
descrito como osmoprotectores en plantas, que pueden incrementar el potencial
osmatico celular a través de su acumulacion bajo condiciones de estrés por
sequia, como son: la prolina, glicina, betaina, manitol y trehalosa (Zhu, 2002;
Wang et al., 2007). Se midi6 la acumulacién de trehalosa, manitol y eritritol en el
dia 13 de sequia. Se comprob6 que las plantas inoculadas con las cepas
Taswo1l-6A, Taswol-8A, WT, y Ta.pUE10, y el control negativo (planta sin
inocular no regada) no muestran una diferencia significativa en la acumulacion

de trehalosa, manitol y eritritol.

Curiosamente se obtuvieron resultados inesperados, las plantas inoculadas con
las cepas sobreexpresantes acumulan menos trehalosa y manitol que las cepas
inoculadas con cualquiera de las otras cepas de Trichoderma y de hecho no se
observan diferencias significativas con el control regado normalmente. Los
niveles de trehalosa y manitol fueron superiores en las plantas inoculadas con la

cepa silvestre, la cepa con el vector vacio o las mutantes.

Estos resultados sugieren que la supervivencia de las plantas de chile no
depende de estas 3 moléculas, ademas se podria proponer que las cepas
sobreexpresantes de swollenina “influyen” en la modulacién de la acumulacién
de estos 3 osmolitos, pudiendo disminuir la acumulacién y “desviar” las vias de
proteccién para que las plantas aprovechen al maximo sus recursos. Esto se
comprueba cuando se evalu6 la acumulacién de prolina, donde se nota un
cambio significativo en las plantas tratadas con las cepas sobreexpresoras,
mostrando una hiper-acumulacion de prolina, respecto a los demas tratamientos

con las cepas de Trichoderma.

Se sabe que de manera natural Trichoderma puede influir en la tolerancia al
estrés hidrico e incrementa la acumulacion de prolina en plantas, como lo
encontré Mona y colaboradores que en el 2017 donde reportan a T. harzianum
COmMo un microorganismo que incrementa los niveles de prolina bajo condiciones
de sequia en plantas de tomate. En nuestros resultados comprobamos que
efectivamente tanto la cepa silvestre, la del vector vacio y las mutantes pueden

66



inducir la acumulacion de prolina; sin embargo, el tiempo de supervivencia que
demostro la inoculacion con cepas sobreexpresoras de swollenina (13 dias) fue
superior al de las otras cepas de Trichoderma (10 dias), ademas que las plantas
tratadas con las cepas sobreexpresoras no mostraron signos de dafo aparente
como se presentd en los otros tratamientos. Dado que la colonizacién es
practicamente igual en las cepas silvestres que en las cepas mutantes de swol,
no es de sorprender que acumulen una cantidad similar de prolina, aunque esta
es inferior a la encontrada en plantas inoculadas con las cepas
sobreexpresantes. Esto concuerda con los fenotipos de tolerancia a estrés por

sequia que se observaron.

Sardar-Ali y colaboradores en el 2018, reportan las principales vias involucradas
en la respuesta a estrés abiotico, que van desde cascadas de sefializacion hasta
la via de respuesta hormonal. Dentro de estas rutas de sefalizacion
encontramos a factores de transcripcion claves para contrarrestar el estrés, unos
factores de transcripcion involucrados son los WRKY vy los factores MYB. Estos
factores de transcripcidon estan involucrados en las vias de respuesta activadas
por Trichoderma (Brotman et al, 2013), activadas principalmente por los MAMPs.
Es importante recalcar que ademés de estas moléculas inductoras que produce
Trichoderma, también regula la actividad hormonal en la planta, otra de las vias

de respuesta a estrés bidtico y abidtico.

Proponemos que la alta acumulacion de prolina en las plantas tratadas con las
sobreexpesantes podria deberse a dos factores importantes: una es la mayor
colonizacion que tienen las cepas sobreexpresantes en plantas de chile, por lo
tanto; al haber mayor cantidad de micelio, habra mayores beneficios hacia la
planta. Por otro lado, es la cantidad de swollenina que esta presente y que se
esta expresando constitutivamente dentro de la planta, recordemos que es una

proteina con actividad tipo expansina que actia como un patrén molecular.

En este contexto existen reportes, que hacen referencia a que las proteinas
expansinas de plantas pueden inducir supervivencia en otras plantas, Chen y
colaboradores en el 2016, comprobaron que la sobreexpresion de una proteina
expansina de trigo, en plantas de tabaco las convierte en tolerantes al déficit
hidrico, aumentando la retencion de agua, y aumentando los contenidos de

prolina en las plantas sobreexpresoras, por otro lado Dai y colaboradores en el

67



2012 encontraron que la expresion de un gen de expansina de rosa, RnEXPA4,
esta notablemente regulado en pétalos de rosa después de la deshidratacion,
posteriormente en el 2013, el mismo grupo de trabajo comprobd que este gen
confiere tolerancia a la sal y la sequia a plantas de Arabidopsis que
sobreexpresan el gen RhEXPA4 (Lu et al., 2013).

Nuestros resultados son muy importantes y prometedores ya que demostramos
gue cepas de Trichoderma atroviride sobreexpresoras de una proteina tipo
expansina (swollenina) puede influir significativamente en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, asi como la resistencia a infeccion por R. Solani y la
supervivencia al estrés por sequia durante periodos mas largos (13 dias)

aumentando los contenidos de prolina.

Evaluacion de la expresion de genes de defensa

Con base en los resultados obtenidos en el experimento de respuesta a estrés
bi6tico, especificamente frente a R. solani, donde se vio una reduccion del
porcentaje de dafio en las plantas tratadas con las cepas de Trichoderma, se
decidio evaluar la expresion de 2 genes relacionados a la resistencia sistémica
inducida (RSI), el gen de la defensina 1 (J1) y un gen pr2 (B-Glucanasa)
relacionado al resistencia sistémica adquirida (SAR), ambos genes reportados

como genes marcadores para evaluar la induccion de la defensa en plantas.

Los resultados demuestran que la inoculacion con cepas que sobreexpresan la
swollenina, pueden aumentar significativamente el nivel de expresion de la
proteina PR2 y la defensina J1, promoviendo la reduccion de cerca del 80% de
dafio causado por el fitopatdégeno; sin embargo, algo que nos sorprendié fue el
hecho que las mutantes y las cepas WT, aun cuando reducen el porcentaje de

dafio significativamente, estas no elevaron la expresion de estos genes.

Como se ha mencionado anteriormente, la activacion del sistema inmune de las
plantas se ve alterado en los primeros pasos de colonizacion, donde actian una
inmensa cantidad de moléculas que pueden ser enzimas, proteinas, metabolitos,
factores de transcripcion, he incluso fragmentos o partes de la pared celular del

hongo o la planta, todo esto influye en la respuesta sistémica de la planta. Es
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necesario hacer énfasis que las vias de activacion de sefiales se lleva a cabo
principalmente por las vias de JA/ET activando la ISR, donde en esta via de
defensa, se utilizan principalmente los genes PDF1.2 (Plant defensin 1.2), Thi2.1
(Thionin) o Chib (Chitinase B) como genes marcadores (Van Loon et al., 2006),
por otro lado también la via de la resistencia sistémica adquirida (SAR), regulada
por el acido salicilico (SA), donde se conduce a la expresion de genes

relacionados con la patogénesis (PR) (Bari y Jones, 2009 ).

Basados en los resultados de expresion del gen pr2 en plantas de chile en
interaccién con las diferentes cepas de Trichoderma atroviride que se usaron en
este trabajo, podemos proponer que las cepas sobreexpresantes de la
swollenina activan principalmente las vias de respuesta de SAR regulado por las
vias de SA, y esto concuerda con los resultados obtenidos por Alonso-Ramirez
y colaboradores en 2014, donde demostraron que las vias de respuesta por SA
son indispensables para evitar que Trichoderma harzianum entre al sistema

vascular y este provoque un colapso en la planta.

Con esto podemos aseverar que la colonizacion de Trichoderma esta regulada
por la via de defensa del acido salicilico, donde uno de los principales genes que
se activa es pr2, entonces, la swollenina promueve la interaccion directa con
esta via y ademas al incrementar el nivel de micelio colonizador, esta se ve

reflejado en una mayor expresion de genes defensas.

Por otro lado, las vias de respuestas de JA/ET en plantas de chile también se
ven alteradas cuando se inoculan con la cepa sobreexpresante de la swollenina,
aumentando la expresion de las defensinas, proteinas que se utilizan para
evaluar el sistema de defensa por esa via, aunque esta es menor comparada
con los niveles de expresion de las PR. Esto se debe a que no esté directamente
relacionada con la modulacién de la colonizacién por Trichoderma, y esto lo
demuestra Martinez-Medina y colaboradores en el 2017, en donde evaluaron la
colonizacion en plantas de Arabidopsis mutadas de las vias de respuesta JA/ET,
donde demostraron que no se ve afectada la colonizacion ni el sistema vascular
de la planta, descartando que influya en la regulacién de la colonizacién por
Trichoderma.
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Es importante recalcar que existen numerosos genes de defensa que se pueden
activar por efectores, tanto en la via de ISR y en la via SAR. Estos humerosos
genes también pudieran estar induciéndose y teniendo un efecto protector, como
se observa en las cepas mutantes del gen Swo, quienes también muestran una
activacion del sistema de defensa; sin embargo, la expresion de las proteinas
PR2 y las defensinas, es significativamente menor comparado con las
sobreexpresantes. Dado el niumero de efectores que se han reportado en
Trichoderma, nosotros sugerimos que las ceratoplataninas pueden estar
supliendo la ausencia de la swollenina (discusién anterior), se puede concluir
gue estas no incrementan significativamente los niveles de expresion de los
genes de defensa de PR2; sin embargo, pueden estar interaccionando con otros
genes de respuesta de ambas vias (ISR y SAR), como lo demostrd Salas-Marina
y colaboradores en el 2015 donde evalué las ceratoplataninas de dos cepas de
Trichoderma (T. atroviride y T. virens) y demostré que la ceratoplatanina de T.
atroviride no muestra un incremento notorio en la expresién del gen B-glucanasa,
sin embargo concluyen que es prescindible para inducir casi todos los genes
evaluados en ese trabajo, genes relacionados con SAR como el: B-1, 3-
glucanasa isoforma clase Il (SIGLUA), osmotina (SLPR-5). Algunos genes
relacionados al ISR como: endoquitinasa Clase | (SICHI9), peroxidasa
(SICEVI16), a-dioxigenasa (S| a -DOX1), proteina de la pared celular del tomate
(SITLRP).
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CONCLUSIONES

El objetivo del presente proyecto fue explorar el papel de la swollenina una
proteina tipo expansina de Trichoderma atroviride durante la colonizacion y en la
respuesta a estrés bidtico y abidtico de plantas de chile mediante el uso de
mutantes y sobreexpresantes del gen swol. Con base en los resultados
obtenidos, podemos concluir que la sobreexpresion de esta proteina aumenta
significativamente los niveles de colonizacién en plantas de chile variedad
mirasol, sin embargo, la ausencia de esta no es un factor indispensable para la
colonizacion en plantas. Utilizamos un método novedoso para evaluar la
colonizacion que en conjunto con otras técnicas como por ejemplo el uso de PCR
en tiempo real pudieran dar resultados mas exactos e informativos. Aunado a
esto corroboramos la capacidad de T. atroviride para aumentar la biomasa en
plantas, encontramos que las cepas sobreexpresantes aumentan notoria y
significativamente el crecimiento en plantas, en el caso de las mutantes no
mostraron una disminucién en los parametros de crecimiento comparado con la
cepa silvestre, por lo que asumimos que la swollenina no es indispensable para
la promocion de crecimiento, pero que debido a la alta colonizacion de las

sobreexpresantes, hay mayores beneficios para la planta.

En cuanto a su capacidad para inducir tolerancia a estrés bio6tico, las cepas que
sobreexpresan a la swollenina, disminuyen ampliamente el area de dafio
causada por el fitopatdégeno R. solani, aseguramos que la swollenina activa vias
de defensa involucradas en la respuesta a infeccion por patégenos, sin embargo
esta no es la Unica molécula que interactta con las vias de respuesta en plantas,
las cepas mutantes mostraron de igual manera una reduccién en los porcentajes
de dafio, incluso mayor a las de la cepa silvestre, creemos que esto se debe a
gue Trichoderma al percibir la ausencia de la swollenina excreta otro tipo de
moléculas como las ceratoplataninas que tienen una actividad tipo expansina
similar a la swollenina. De igual manera, comprobamos que las cepas
sobreexpresantes aumentan la expresion de genes relacionados con la defensa
en plantas (PR2 y Defensina), esperabamos encontrar resultados similares entre
mutantes y sobreexpresantes, ya que el experimento de resistencia al
fitopatbgeno mostraron reduccién al dafio, sin embargo, parece ser que las

moléculas que “sustituyen” a la swollenina prenden otras vias de respuesta.
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Por otro lado en cuanto a la evaluacion para inducir resistencia a sequia, las
cepas sobreexpresantes mostraron resultados muy prometedores, fueron
capaces de inducir la resistencia a sequia por mas de 13 dias, comparado a la
cepa silvestre y las mutantes en donde las plantas se murieron al dia 9 sin riego,
se comprobd que la sobreexpresion de la swollenina activa la produccién del
osmolito prolina, asumimos que esta es una de las moléculas que esta dando
esta caracteristica de supervivencia a las plantas, en caso contrario a la
resistencia de estrés bidtico, las moléculas que creemos suplen a la swollenina

no prenden vias de respuesta a estrés abidtico.
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PERSPECTIVAS

Con base en los resultados y conclusiones obtenidas en este proyecto, nos

planteamos las siguientes perspectivas:

1. Crear mutantes de los 3 genes de ceratoplataninas presentes en T.

atroviride.

2. Evaluar en conjunto con otro método de colonizacién, a diferentes tiempos
y diferentes zonas de la planta, utilizando las mutantes de

ceratoplataninas.

3. Puirificar la proteina swollenina

4. Evaluar y comparar el efecto de las mutantes y sobreexpresantes de la
swollenina, mutantes de las ceratoplataninas, y la proteina pura, en la
respuesta a estrés bidtico y abidtico. También evaluar la respuesta de

genes de defensa y produccion de osmolitos.

5. Analizar otros genes relacionados a la defensa contra patégenos y otros
osmolitos o proteinas de respuesta a estrés por sequia.
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Abstract: Here, we analyzed the effects on Capsicum annuum plants of Trichoderma atroviride P. Karst
strains altered in the expression of SWOLLENIN (SWO1), a protein with amorphogenic activity
on plant cell wall components. Strains of T. atroviride that overexpressed the Taswol gene were
constructed as well as deletion mutants. A novel, cheap and accurate method for assessing root
colonization was developed. Colonization assays showed that the Taswol overexpressing strains
invaded the host root better than the WT, resulting in a stronger plant growth-promoting effect.
The expression of plant defense marker genes for both the systemic acquired resistance and induced
systemic resistance pathways was enhanced in plants inoculated with Taswol overexpressing strains,
while inoculation with deletion mutant strains resulted in a similar level of expression to that observed
upon inoculation with the wild-type strain. Response to pathogen infection was also enhanced in
the plants inoculated with the Taswol overexpressing strains, and surprisingly, an intermediate level
of protection was achieved with the mutant strains. Tolerance to abiotic stresses was also higher in
plants inoculated with the Taswol overexpressing strains but was similar in plants inoculated with
the wild-type or the mutant strains. Compatible osmolyte production in drought conditions was
studied. This study may contribute to improving Trichoderma biocontrol and biofertilization abilities.
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1. Introduction

In recent years, biofertilizer products containing different types of living microorgan-
isms have emerged as important components in integrated nutrient supply systems and
hold a great promise to improve the yield and quality of crops [1]. Among the most widely
applied biofertilizers are fungi from the genus Trichoderma [2].

Trichoderma spp. are ubiquitous soil fungi commonly found also in a large range of
plant roots. They establish plant symbioses with monocots as well as dicots, and it has been
proposed that there is little or no plant specificity [3-5]. In the work by Zaidi et al., in [6],
it has also been stated that “the mechanisms determining host specificity remain poorly
understood”. Trichoderma spp. have also been widely studied since they show mycopar-
asitism against other fungi [7]. The strains that are able to colonize roots in a long-term
period penetrate the epidermis and reach some cells below this level [3]. Furthermore, they
synthesize and secrete different compounds, which can induce resistance responses in the
plant against fungal and bacterial pathogens [5,8], which is also part of their capability as
agents for biocontrol. These molecules are known as MAMPs (microbe-associated molecu-
lar patterns) and include a variety of different compounds. Among the most studied are
flagellin, glycoside hydrolases, expansins, cerato-platanins, chitin, lipopolysaccharides,
hydrophobins, and secondary metabolites such as sorbecillinoids, alamethicin, or orsellinic
acid [9]. In response to these molecules, plants have been shown to induce two kinds of
immunity: systemic acquired resistance (SAR) and induced systemic resistance (ISR). The
first is mediated by salicylic acid, while the latter involves jasmonic acid and ethylene.
Nevertheless, recent studies have shown that these responses are complex, and there is
crosstalk between both (and other) pathways (such as Fe deficiency responses) [10]. Among
others, these defense pathways induce the expression of proteins named PR (pathogenesis-
related proteins) in the SAR response, or defensins, in the ISR response. PR are usually
hydrolytic enzymes such as chitinases, glucanases or peroxidases, etc., that attack the cell
wall of the pathogens. Defensins are small proteins that show antimicrobial activity by
disrupting the pathogens” membrane but their role is still controversial, since they have
been involved in abiotic stress tolerance and plant developmental processes as well [11].
Moreover, when Trichoderma spp. colonize plant roots, they promote plant growth through
the control of pathogenic microorganisms in the root neighborhood [12], enhancing nu-
trient availability [4,13] and/or secreting plant hormones [14,15]. Furthermore, plant cell
wall-degrading enzymes, such as cellulases produced by Trichoderma spp., have been
shown to be important for plant root colonization [16,17]. Another valuable and interesting
feature of the colonization of plants by Trichoderma spp. is that it also enhances tolerance
to abiotic stress [18,19]. The mechanisms that Trichoderma induces in plants to cope with
several abiotic stresses (drought, salinity, heat, cold, etc.) are mostly related to scavenging
reactive oxygen species (ROS) by a series of molecules that include peroxidases, lipoxy-
genases, superoxide dismutase, catalase, glutathione reductase and polyphenols, among
others [5,18,20]. Trichoderma also modifies the root architecture and growth through pH
changes allowing a better water and nutrient uptake [21]. In addition, accumulation of
compatible solutes such as proline in response to drought stress has been reported [22].

Trichoderma spp. also secrete proteins with amorphogenic activity on cellulose, among
which cerato-platanins are important to colonize the root but also to trigger the defense
responses in the plant [23-26]. In addition to hydrolytic enzymes, some Trichoderma spp.
secrete a non-hydrolyzing protein named SWOLLENIN that reshuffles the crystalline
cellulose fiber without producing detectable amounts of reducing sugars [27]. SWOL-
LENIN was first characterized in the saprophytic fungus Trichoderma reesei [27] and has
been described in other Trichoderma species and other ascomycetes such as Aspergilli and
Penicillium species [28,29]. It contains a homologous region related to expansins and a
carbohydrate-binding module (CBM), and it has been shown to have amorphogenic activity
on cellulose fibers. These proteins have been mostly studied for their capacity to enhance
the saccharification of cellulose when added previously to the incubation of cellulose with
cellulases. The Aspergillus fumigatus ortholog SWO1 binds chitin [28] while SWO1 from
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Trichoderma pseudokoningi has a mild hydrolytic activity on xylan and yeast glucans but not
in 3-1,4 glycosidic bonds [30]. An alternative role for SWOLLENIN in T. atroviride P. Karst
has been proposed by Reithner et al. [31], since they found a significantly up-regulated
expression of Taswol just before contact with different phytopathogenic fungi. This finding
suggests that SWOLLENIN could be involved in causing amorphogenesis in the pathogen
fungal cell wall during mycoparasitism. Another role explored for SWOLLENIN was
described by Brotman et al. [3]; they observed that overexpression of SWOLLENIN in
Trichoderma asperellum resulted in a remarkable increase in the ability of the fungus to
colonize cucumber roots and that a synthetic peptide corresponding to the CBM of this
protein on its own was sufficient to stimulate local defense responses “in vitro” and to
induce resistance to stress.

The T. atroviride genome sequence revealed the presence of a homologous SWO1
gene (MycoCosm ID80187) to that of T. reesei [31]. In this work, we used T. atroviride
Taswol overexpressing strains or Taswol deletion mutants to study its interaction with two
Solanaceae, chili (Capsicum annuum) and tomato (Solanum lycopersicum) plants. Our results
show that plants inoculated with the overexpressing strains produce more biomass, likely
because they colonized the roots more extensively than when inoculated with the wild
type. Infection of plants by pathogenic fungi was better controlled when inoculated with
the overexpressing strains than infection of those inoculated with the wild-type strain or
non-inoculated plants. Surprisingly, the mutant strains enhanced pathogen resistance in
leaves to levels in between to those inoculated with the overexpressing strains and the
wild type. The expression of defense-related genes was also enhanced in plants inoculated
with the overexpressing strains as compared with those non-inoculated or inoculated with
the wild-type strain. Our contribution in this work involves mostly in vivo assays of adult
plant growth, poses a paradox in the classical model of pathogen resistance, hints at some
specificity issues about Trichoderma-plant interaction, and includes osmolyte analysis upon
imposed drought stress.

2. Results
2.1. Overexpression of Taswol of T. atroviride Promotes Growth and Development of C. annuum
and S. lycopersicum Plants

To study the impact of overexpression of SWO1 on the plant growth-promoting activity
of T. atroviride P. Karst, we transformed the T. atroviride wild-type (WT) strain IMI1206040
with pUE10::Tuswol. The pUE10 vector drives expression from the T. reesei PKI constitutive
promoter and was designed to integrate approximately 1200 bp downstream the BLU17
terminator locus at the T. atroviride genome where no evident open reading frames (ORFs)
were identified [32]. Transformant strains with the empty vector integrated pUE10 in the
desired locus and did not show differences in phenotype from the WT strain regarding
growth rate, sporulation, and mycoparasitism [32] (Table 1).

Table 1. Growth rate of the different T. atroviride used in this work. ANOVA tests showed no
significant differences among the strains’ growth rates.

Strain Growth Rate (cm/day) Std Dew.
WT 1.61 +0.15
Ta. pUE10 (BMH-0063) 1.7 +0.01
Taswo1-28 (BMH-0064) 1.6 +0.05
Taswo1-10 (BMH-0065) 1.7 +0.1
Taswol-6 (BMH-0066) 1.5 +0.1
Taswo1-8 (BMH-0067) 1.6 +0.09

Several pUE10:Taswol independent transformant lines and mutant strains were ana-
lyzed and characterized regarding their growth rate (Table 1). When analyzed by Southern
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blot, most of them showed the expected integration event (for example, see Figure S1).
Since the transformed Taswol lines showed similar phenotypes, we chose Taswo1-28 and
Taswo1-10 and mutant strains Taswol-6A and Taswol-8A to study its interaction mainly with
C. annuum (although another Solanaceae, Solanum lycopersicum, was also partially tested,
see Supplementary Material). Overexpression of Tuswol was verified through RT-PCR for
Taswo1-28, Taswol-10, Taswol-6A, and Taswol-8A (Figure S2).

To evaluate the effect of overexpression of SWOLLENIN by Trichoderma in chili, plants
were inoculated with the following strains: WT, empty vector, Taswo1-28 or Taswol-10,
Taswol-6A, and Taswol-8A, as described in material and methods. After 30 d of growth,
root and shoot growth were determined (Figure 1). Interestingly, inoculation with overex-
pressing strains Taswo1-28 or Taswol-10 strongly stimulated root system growth (Figure 1),
increased shoot biomass production (Figure 1), and increased plant height (Figure 1) when
compared with the WT or the empty pUE10 inoculated plants, indicating a beneficial
effect of the overexpressing on plant growth and development. Non-inoculated plants
had shorter shoots and less root system growth, while Trichoderma WT-treated plants
had longer shoots than the non-inoculated control plants but less than those treated with
the overexpressing strains. Trichoderma-treated plants had a denser root system. After
30 days, we observed that plant height and leaf area of plants inoculated with Taswo1-10
and Taswol-28 had increased almost three-fold that of non-inoculated plants. ANOVA
test results (Figure 1c) indicated significant differences in height, fresh weight, and dry
weight of the total biomass between plants inoculated with the overexpressing strains or
the WT strain, the empty vector transformant, and the control treatments. The means for
root length were higher for the overexpressing strains, but statistical analysis showed no
significant differences for this feature when compared to the roots of plants inoculated
with the other strains (Figure 1d).

Ta. pUE10 N Taswol-10 Taswol-28

Ta. pUELD Tasweol-10 Taswol-28 Taswol-6A Taswol-8A

NI WT

Figure 1. Cont.
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Figure 1. Trichoderma overexpressing strains promote plant growth. (a) Representative images of
C. annuum plants treated with the different strains. N/I non-inoculated; (b) representative pictures of
the root systems of plants inoculated with different strains; (c) average height of plants treated with
the different strains; (d) average length of the root systems of plants with the different Trichoderma
strains. Panels (¢,d) depict the units in cm; (e) fresh and (f) dry weights expressed in grams (g) of the
whole plants treated with the different Trichoderma strains. Experiments were conducted in triplicate.
Bars represent standard deviation. Different numbers of asterisks (*) within the panels indicate that
the average of each treatment is significantly different (p < 0.05, n = 3).

Taswol mutants were also tested on C. annuum plants. Two independent lines,
Taswol-6A and Taswol-8A, produced the same phenotype in chili plants as the WT Tri-
choderma strain indicating that SWOLLENIN is not essential for plant interaction (Figure 1).

Phaseolus vulgaris was also inoculated with the overexpressing strains, the WT, or a
non-inoculated control, but no significant growth-promoting phenotype was observed
with any of the strains (insignificant changes in root and shoot mass were observed, data
not shown). These results indicate that the interaction of this plant with T. atroviride has
specific components that remain to be further explored.

Since the experiments performed with P. vulgaris did not show any significant pheno-
type differences among the plants inoculated with the different strains (data not shown), we
decided to measure plant growth-promoting activity in another plant from the Solanaceae
family. S. lycopersicum plants showed similar behavior to those experiments performed
with chili. Biomass was also enhanced in those plants inoculated with overexpressing
Taswo1-28. The height of the plants was larger than the controls (Supplementary Figure S3);
fresh and dry weight confirmed the larger biomass achieved by plants inoculated with
Taswo1-28 compared to the controls and showed similar differences in biomass regarding
shoot and leaf area and root fresh and dry weights (Supplementary Figure 54).

2.2. Root Colonization Assays by the T. atroviride Genetically Modified Strains

To analyze root colonization, chili plants were inoculated with T. atroviride WT,
Taswo1-10, Taswol-28 overexpressing strains, and two deletion mutants (Taswol-6 A and
Taswol-8 A); as a control, non-inoculated plants were used. Statistical analysis of fresh
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Mycelium fresh weight

weight and dry weight of mycelia coming from these experiments indicates that growth of
the mycelial mat coming from plants inoculated with the WT, Taswo1-10, and Taswo1-28
strains was significantly different (Figure 2). This method to measure root colonization
proved to be reliable and quantitative since it was very reproducible according to the
statistical analysis performed. The control plate (non-inoculated plants) showed no fungal
growth indicating that surface sterilization was effective. These results indicate that chili
plant roots were colonized more effectively by the T. atroviride overexpressing strains than
by WT strain.
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Figure 2. Colonization assay of chili roots by different strains of Trichoderma atroviride or in non-inoculated plants. Mycelium
growth extracted from roots of non-inoculated plants or inoculated with the WT or with the strain with the empty plasmid
TapUE10, with the overexpressing lines Taswo1-10, and Taswo1-28 or mutant lines Taswol-6A and Taswol-8A ANOVA variance
test of fresh (a) and dry (b) weight of the mycelia. Different numbers of asterisks (*) within the panels indicate that the

average of each treatment is significantly different (p < 0.05), n = 3 (15).

When these strains were inoculated in S. lycopersicum, similar results were observed.
The overexpressing strain Taswo1-28 was more effective in colonizing tomato plants than
its counterparts. Again, the control without inoculation showed no mycelial growth (data
not shown).

Curiously, the mutant strains Taswol-6A and Taswol-8A colonized the plants in a
similar manner to the WT, in accordance with the plants’ phenotypes (Figure 1), suggesting
again that SWOLLENIN is not essential for root colonization and that a compensatory
mechanism for root colonization must exist.

Plant root colonization by T. atroviride was also monitored by light microscopy
(Figure S5). This experiment showed that root hairs in chili plants colonized by the
Taswo1-28 strain were longer than those in roots colonized with the WT or in non-inoculated
plants (Figure S5).

2.3. Overexpressing and Mutant Strains Provide Protection against Fungal Infection to a Higher
Extent Than the WT

Since we observed a clear effect of the overexpressing strains in growth promotion
and root colonization, we decided to explore if the overexpression of SWOLLENIN could
also confer enhanced resistance to the infection by fungal pathogens. Leaves of C. annuum
plants treated with the different sets of T. atroviride strains were inoculated with Rhizoctonia
solani or Alternaria solani. Infected leaves showed different kinds of lesions according
to the phytopathogen used: A. solani grew as mycelium on the surface of the leaves,
while R. solani caused chlorotic spots on the leaves. A representative example is shown in
Figure 3. Non-pathogen-treated leaves (control for asepsis) showed no microbial growth
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or lesions of any kind. Leaves of plants without T. atroviride inoculation were almost
completely invaded by the phytopathogenic fungi (around 80% of the leaf area was affected
(Figures 3 and 4)). The area of the lesions caused by the fungi on leaves of plants inoculated
with the overexpressing or mutant strains were much smaller (around 10% and 30%,
respectively) than when inoculated with the WT strain (around 50%, Figures 3 and 4).

Ta. pUE10

Taswol-10 Taswol-28 Taswol-6A Taswol-8A

Figure 3. Representative image of infection resistance to R. solani on leaves of C. annuum. The upper panel shows the
controls: non-inoculated plants; inoculated with the WT or the pUE10 transformant. Lower panel: leaves from plants
inoculated with T. atroviride Taswo1-28, Taswo1-10; Taswol-6A, and Taswol-8A. The area of damage was measured using the
Image ] program.

Interestingly, both mutant strains protected the leaves to some extension performing
better than the WT strain (although significantly lesser than the overexpressing strains),
indicating that other defense mechanism(s) independent of SWOLLENIN must be triggered
by the plants when the fungus lacks SWO1 (Figure 4a; see Discussion).

To determine the impact of the different strains on the plant defense response, we
determined the expression of two marker genes, a defensin gene to monitor induced
systemic response (ISR) and a pathogenesis-related protein (PR) for systemic acquired
resistance (SAR). RT-qPCR experiments showed that the expression of both marker genes
was strongly stimulated by the Tuswo1-28 and Taswo1-10 Trichoderma strains, while their
expression in plants inoculated with the WT strain was also higher than those observed in
non-inoculated plants (Figure 4b,c). Interestingly, the mutant strains expressed both the PR
gene and the defensin gene in a similar way as the WT, confirming the notion that other
mechanisms, independent of the SAR and ISR responses, must play a role in the plant
defense response when SWOLLENIN is absent (see Discussion). It is worth noting that
although strain Taswo1-8A shows a bit lower PR expression when compared to Taswol-6D,
it still expresses this protein at higher levels than the non-inoculated plants.
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Figure 4. Relation between damage in leaves by R. solani and expression of defense genes in response to inoculation of
different Trichoderma strains. NI, non-inoculated; WT, WT T. atroviride; Taswo1-28 and Taswo1-10, overexpressing strains;
Taswol-6A and Taswol-8A, mutant strains. (a) analyzes of the damaged area in leaves of C. annuum plants treated with
different T. atroviride variants. N/I without inoculation. (b) qRT-PCR relative expression of PR2 expression. (¢) qRT-PCR
relative expression of defensin J1. Ribosomal protein L13e and DNA polymerase family B were used as constitutive controls.
Anova variance tests were performed in all cases. Different numbers of asterisks (*) within the panels indicate that the

average of each treatment is significantly different (p < 0.05), n = 3 (15).

2.4. Overexpression of Taswol Provides Abiotic Stress Protection in C. annuum Plants

Trichoderma abilities to alleviate abiotic stresses are known. To explore if better root
colonization by Trichoderma would enhance abiotic stress responses, three-week C. annuum
plants were inoculated with the WT Trichoderma strain or with Taswo1-28 and 24 h later
subjected to cold stress (4 °C for 6 h) and its survival evaluated after 30 days in standard
conditions (28 °C). The result shows that 100% of the plants inoculated with the Taswo1-28
strain survived this cold stress treatment, while only 50% of the plants inoculated with the
WT strain survived. None of the control plants (non-inoculated) survived the cold stress
treatment (data not shown).

In a similar way, plants inoculated with the WT strain, the overexpressing and mutant
strains, and non-inoculated plants were subjected to heat stress treatment (40 °C for 6 h). A
total of 100% of the plants inoculated with Taswo1-28 survived when returned to standard
conditions for 30 days. Comparatively, only 30% of the plants survived when inoculated
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with the WT strain, while all of the non-inoculated plants were dead after 30 days (data
not shown).

A similar result was obtained when plants inoculated with the different T. atroviride
strains were subjected to drought stress. The plants were deprived of water for up to
13 days, when damage was evident, and then re-watered again to assess survival. Figure 5
shows representative images of this experiment taken three days after resuming irrigation.

Taswol-6A Taswol-8A C+ Taswol-10  Taswol-28 Ta. pUEIO WT  Taswol-6A Taswol-8A

Day 13

-

P

Taswol-6A Taswol-8A C+ Taswol-10 Taswol-28 Ta.pUEID WT  Taswol-6A Taswol-8A

Figure 5. Water stress effects on C. annuum plants inoculated with different T. atroviride strains. Plants were grown for
30 days under a normal water regime, and at this time, irrigation was suspended for thirteen days. Then, irrigation was

resumed, and 3 days later, the survival rate was assessed. C+ regularly watered plants without inoculum. C- non-inoculated,
non-irrigated plants. WT: wild type T. atroviride; pUE10 T. atroviride with the empty vector, Taswo1-28, and Taswo1-10:
overexpressing strains; Taswol-6A and Taswo1-8A: mutant strains for Taswol. Experiments were performed in triplicate.

The survival rate for the different treatments was assessed after three days of re-
watering. A positive control of normally irrigated plants was added to compare against the
treatments. A total of 100% of the plants survived this treatment when inoculated with the
SWOLLENIN overexpressing strains. Interestingly, neither the WT nor the mutant strains
helped the plant withstand this treatment.

2.5. Osmolyte Accumulation under Drought Conditions in Plants Inoculated with Overexpressing
and Mutant Strains

Osmolyte accumulation is one of the mechanisms plants use to deal with low water
activity. To assess if this mechanism was induced by the overexpression of SWO1 by
Trichoderma, plants were inoculated with different strains and subjected to water stress.
Curiously, trehalose was found in lower concentrations in plants inoculated with the
overexpressing strains compared to the rest of the strains, which showed higher levels
than the uninoculated control (Figure 6). Erythritol and mannitol were also produced
more or less in the same amounts, but no significant difference between the treatments was
observed (data not shown), with the exception of those plants that were normally irrigated.

However, proline was accumulated strongly in the plants inoculated with the over-
expressing strains when compared to plants inoculated with either the WT or the mutant
strains (Figure 7).
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Figure 7. Proline contents in leaves of C. inoculated with different strains of T. atroviride. C+: irrigated

non-inoculated plants; C-: non-inoculated and non-irrigated plants; WT: wild type T. atroviride; pUE10

T. atroviride with the empty vector; Taswo1-28 and Taswol-10: overexpressing strains; Taswol-6A and

Taswol-8A: mutant strains for Taswol, none of the inoculated plants were irrigated for 13 days.

Different numbers of asterisks (*) within the panels indicate that the average of each treatment is
significantly different (p < 0.05).
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3. Discussion

Trichoderma species are avirulent opportunistic plant symbionts able to colonize plant
roots and produce compounds that stimulate growth and plant defense mechanisms?.
SWOLLENIN is a protein with expansin-like activity that was identified in T. reesei and
has been related to the fungal cellulolytic activity during its saprophytic growth. On a
first instance, it was proven that it could disrupt the structure of cotton fibers without
detectable formation of reducing sugars [27], but afterward, its hydrolytic activity was
demonstrated [33]. An important barrier encountered by Trichoderma during root coloniza-
tion is the plant cell wall, which is comprised of a complex matrix of polysaccharides, being
cellulose one of the most abundant. Due to the activity of SWOLLENIN and a previous
report by Brotman et al. [3], we proposed that overexpression of SWOLLENIN in T. atro-
viride would enhance its root colonization abilities, as shown for T. asperellum. However,
the work by Brotman et al. [3] was performed mostly in vitro, and their results regarding
biotic resistance were performed with just a synthetic CBM of SWOLLENIN, while our
work measures the effect on the whole adult plant, and the complete TaSWO1 gene was
expressed. Here, we show that overexpression of SWOLLENIN in strains Taswo1l-10 and
Taswo1-28 indeed enhanced root colonization of chili plants when compared with the WT
strain of T. atroviride. While the work by Brotman et al. [3] also proved an increase in root
colonization when overexpressing the TasSWO1 gene, we observed in addition that this
phenomenon led to higher biomass production of the shoot and root of the plants inocu-
lated with the SWOLLENIN overexpressing strains. This fact also allowed us to describe
the behavior of plants inoculated with Taswol deletion mutants, which behave very similar
to the WT strain, indicating that SWOLLENIN is not essential for root colonization and
that there must be compensatory mechanisms for this and other traits (see below).

Moreover, the strains tested in this study were not able to cause significant effects on
plant biomass augmentation in P. vulgaris plants, indicating a certain level of specificity.
The latter belongs to sub-class: Rosidae, while cucumber, chili, and tomato share the
same class: Magnoliopsida, but belong to different subclasses: Dilleniidae (cucumber)
and Asteridae (chili and tomato, that are in the same family: Solanaceae.). It is generally
accepted that there is no or little plant specificity regarding Trichoderma spp. ability to
colonize plants. However, in a study conducted by Cripps-Guazzone (2014) [34], it was
shown that competition in the rhizosphere between different Trichoderma strains “showed
that the relationship between Trichoderma and the plant is dependent on the Trichoderma
isolate and the plant species”. As an example, from several isolated Trichoderma spp., one of
the least competent species was the only one able to colonize onion roots. In another work,
soil fungal communities were isolated from oilseed rape and strawberry rhizosphere. It
was found that although Trichoderma spp. showed great diversity in both cases, BOX-PCR
fingerprint experiments indicated a large degree in plant specificity [35]. The specificity
mechanisms of Trichoderma-plant interactions have been scarcely studied because, as stated
before, it is considered that no specific barriers impede plant colonization. However, the
role of certain proteins could provide a specificity barrier in the interaction of Trichoderma
with the plant cell wall. Among them are the CBM of proteins such as SWOLLENIN,
cerato-platanins, and lytic enzymes as glucanases and cellulases, which are classified
in 55 families and differ in their substrate specificity [36]. Other proteins involved in
plant colonization by Trichoderma are hydrophobins, which have been found to be species-
specific [37] and usually have several members in filamentous fungi [38]. Furthermore,
impairment of a T. asperellum hydrophobin gene prevented the attachment of the fungus to
cucumber roots [39], and hydrophobins have also been linked to plant attachment and root
colonization in Trichoderma spp. in a study that identified effector proteins [25]. Finally,
plant lectins have been shown to play a crucial role in the specificity in other symbiotic
systems such as that of Rhizobium with legumes [40]. Lectins in Trichoderma spp. have been
widely studied and shown to play an important role in mycoparasitism [41], but to the
best of our knowledge, no studies of Trichoderma lectin interactions with plants have been
performed, which could be another barrier of specificity.
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Because it is well documented that colonization by Trichoderma increases plant defense
responses [4,42,43], we also analyzed the enhanced resistance to phytopathogenic fungi in-
duced by overexpressing strains. In this work, we present data showing that SWOLLENIN
is a suitable elicitor of the plant defense responses since we found significantly increased
resistance toward the phytopathogenic fungi R. solani or A. solani in chili plants colonized
by the overexpressing strains compared with the WT strain. Many Trichoderma spp. are able
to induce systemic changes in plants, which are frequently related to increased levels of PR
proteins and the accumulation of phytoalexins [44]. The application of a synthetic version
of the CBM of SWOLLENIN of T. asperellum reduced the disease provoked by Pseudomonas
and Botrytis in cucumber plants [3]. In this regard, the production of antifungal compounds
in leaves of plants colonized by Trichoderma has been shown [45] It has been reported that
inoculation of a strain of T. harzianum on bean roots reduced considerably the lesion area
provoked by B. cinereal [46] It has also been shown that T. atroviride can enhance systemic
disease resistance in Arabidopsis thaliana through jasmonic acid/ethylene and salicylic acid
pathways [15].

Here we show that disease severity caused by R. solani or A. solani on Capsicum leaves
was significantly reduced in plants treated with an overexpressing strain compared with
the WT or untreated plants. Together with the defense gene expression experiments, these
results suggest that overexpression of SWO1 in T. atroviride results in enhanced activation
of the JA/ET and SA pathways, which consequently suppresses pathogen infection in
C. annuum. Interestingly, the mutant strains in swol also conferred a suitable level of
protection, performing even better than the WT (see below).

The defense response in plants is complex and involves many steps, signal trans-
duction pathways, transcription factors, and protein and metabolite production. Several
studies have indicated that root colonization by Trichoderma strains results in increased
levels of defense-related enzymes in plants, including peroxidases, chitinases, and 3-1-
3-glucanases [4,43,47]. In our study, we found that both PR2 and defensin J1 encoding
genes were up-regulated in leaves of plants inoculated by strains Taswo1-10 and Taswo1-28
when compared to plants inoculated with the WT strain or to untreated plants. Mutant
strains showed a level of expression similar to the WT for both genes. These results sug-
gest that enhanced expression of PR proteins in plants inoculated with T. atroviride SWO1
overexpressing strains could be involved in the systemic response to suppress diseases in
Capsicum since the WT and the mutant strains showed lower levels of expression. Defensin
was also overexpressed in plants inoculated with the SWO1 overexpressing strains, and it
has been shown to effectively inhibit the growth of pathogenic microorganisms and also
generate tolerance to abiotic stress conditions in plants [48].

The phenotype observed in plants inoculated with the mutant strains (i.e., better
protection than the WT, but similar expression of the PR and defensin genes) is still to
be explored carefully. It has been reported that cerato-platanins of Trichoderma are major
elicitors of plant defense responses [23,24]. Cerato-platanins are related to expansins,
SWOLLENINSs, and loosenins, regarding its amorphogenic activity [49], although their
role is still in debate [50,51]. The observed phenotype in plants inoculated with the
mutant strains could be due to the overexpression of cerato-platanins, for which a role
in root colonization and elicitation of defense mechanisms [24] has been demonstrated
in several Trichoderma-plant interactions [50-52]. In support of this idea, the work by
Crutcher et al. [53] showed that in sm2 mutants (a cerato-platanin paralog), SM1 (another
cerato-platanin) was spontaneously overexpressed. So, it could be possible that in the
swol mutants, cerato-platanins are overexpressed, conferring to these strains a similar
phenotype to that of the WT regarding root colonization, biomass enhancement, and
drought tolerance. It is worth noticing also that the mutants” performance to avoid fungal
infection better than the WT could be related to other defense mechanisms different
from ISR and SAR or to an earlier response in mutant-inoculated plants. Among these,
calcium signaling could be involved, since it has been shown that plants are capable of
distinguishing signals originated by different fungal partners [54]. Furthermore, it has
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been shown that a hydrophobin from T. longibrachiatum provokes a rapid increase in Ca*?
in Lotus japonicus cells [55]. In addition, production of reactive oxygen species is also one of
the first steps in response to pathogen infection, before the ISR or SAR systems are fully
functional. Finally, a SAR and ISR independent induced defense system that relies in a
F-BOX protein (SON1), has been shown in A. thaliana [56]. It has also been shown that
another F-BOX protein confers resistance to powdery mildew in Vitis pseudoreticulata [57].
Further analyzes will be performed to explore the plant defense mechanisms in the deletion
mutant-inoculated plants.

We also showed that at least part of the mechanism of drought tolerance is due to
proline accumulation. Curiously, other compatible solutes were found in lesser amounts
in plants inoculated with overexpressing strains (specially trehalose). This could be be-
cause carbon metabolism in the overexpressing inoculated plants is funneled to produce
a more efficient osmolyte such as proline. In addition, the strategy to withstand drought
seemed to be different when plants were inoculated with the overexpressing strains since
plants inoculated with the non-overexpressing strains accumulated trehalose, while a
different osmolyte (proline) was found in the plants inoculated with the overexpressing
strains. This novel observation deserves and will require more experimentation to unravel
this phenomenon.

We suggest that SWOLLENIN could be causing increased amorphogenesis in the cell
wall of plants treated with the overexpressing strains, and this facilitates the fungus to
colonize the root, activating the plant signaling pathways in a more extensive manner
than that in the control plants. It is also a possibility that enhanced amorphogenesis
of the cell wall could liberate oligosaccharides (either by lytic enzymes produced by
the fungus or by SWOLLENIN itself, according to the report of Andeberg et al. [33]),
which could be responsible for a stronger activation of the defense and stress resistance
pathways. This study contributes important insights for understanding the nature of
beneficial Trichoderma-plant interactions and may be used to improve Trichoderma biocontrol
and biofertilization abilities.

4. Materials and Methods

Strains and Growth Conditions. For propagation and maintenance, T. atroviride strains
IMI206040 WT, Taswo1-10, Taswol-28, Taswol-6A, Taswol-8A, and a transformant with the
empty vector (pUE10 [32]), were grown on solid PDA medium (2% potato, 2% dextrose,
and 1.5% agar) for 5 days at 28 °C. The spores were then harvested and resuspended in
sterile distilled water up to a concentration of 108/mL and stored at 4 °C until further use.
For the transformant strains, 100 ng/mL of hygromycin were supplemented.

Plant Material. Chili (Capsicum annuum) seedlings were surface disinfected as de-
scribed by Glazebrook and Weigel [58]. Seeds were sown in Murashige and Skoog medium
(1X MS) supplemented with 3% sucrose (Bioxon) and gelled with 0.7% agar phytagel
(Sigma-Aldrich). After germination of seeds, three-week-old plantlets were transferred
to plastic pots filled with Metro mix in a controlled environment: 24-28 °C, 75% rela-
tive humidity, and a circadian cycle of 18 h light/6 h darkness, the intensity of light
100 umol m~2s~! for three weeks when they reached an approximate height of 3 cm on
average. Solanum lycopersicum (CID F1 saladett variety) and common bean (Phaseolus
vulgaris L. bv. Negro Jamapa) were subjected to the same procedure as for chili to perform
the interaction tests.

Construction of T. atroviride Strains Overexpressing the TaSWO1 Gene or Deletion Mu-
tant Strains. The native SWOLLENIN (MycoCosm ID80187) cDNA from T. atroviride was
amplified by PCR using as a template cDNA obtained from T. atroviride in confrontation
with Rhizoctonia solani AG5 before the fungi made contact, as reported by Reithner et al. [31].
Primers swoF (5" GCGGCCGCatcATGTTGCGTAAACTTAGCCTAC 3') containing a NotI
restriction site (italics) and swoR (5" GAATTCCAGTTCTTACTAAACTGTAGAGC 3') con-
taining an EcoRI restriction site (italics) were used to amplify the PCR product for further
subcloning into the site-directed integrative vector pUE10 under the PKI promoter of
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T. reesei [32] giving rise to pUE10::Tuswol. The PCR conditions were: 94° C 5/, 35 cycles
of 94 °C 40", 58 °C 30" and 72 °C 90" and one cycle of 10" at 72 °C. Several clones were
sequenced by the method of Sanger to verify they were correct. Plasmid pUE10::Taswol
was transformed into the WT T. atroviride strains, and hygromycin-resistant colonies were
selected. At least three monosporic passes were performed to ensure genetic homogeneity.

SWO1 Mutant Design. The SWO1 gene was replaced by a hygromycin B resistance-
conferring cassette using the double-joint PCR method. Eight pairs of primers were
designed for the replacement construct: R1SwoFwd (CCCTTGAGAGAGAGCAGGT-
GTTTGTCC) and R1SwoRev (CCTTCAATATATCAGTTAACGTCGATCGGTGCCTCCTGT-
CAAGAGAGATTTTTGG) were used to amplify the 5 flanking region of SWO1, R2SwoFwd
(CACTCGTCCGAGGGAGGGCAAAGGAATAGGCTGCTGGGTGTGATTCCACACAAG-
GATCG), and R2SwoRev (GTTTATCACCAGTCTCGAACACACAGAGAGAGC) were
used to amplify the 3’ flanking region of SWO1, hph-F (GATCGACGTTAACTGATATTGAAG-
GAG,) and hph-R (CTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTG) were used to amplify the HPH gene,
Nestswol (GGGTCAGATGGATGGCTTCCAAAGTGTGTG) and Nestswo-2 (ATTGAATAGA-
GAGAGGAGTTTATCACCAGTCTCG) were used to amplify the full replacement construct.
The PCR conditions to amplify the 5’ flanking region, 3’ flanking region of SWO1, and the
HPH gene were as follows: 94 °C 3/, 35 cycles of 94 °C 30", 58 °C 30" and 72 °C 90" and one
cycle of 10" at 72 °C. The conditions to fusion 5’ flanking region, 3’ flanking region and the
HPH gene were: 94 °C 3/,10 cycles of 94 °C 30", 58 °C 60” and 72 °C 10" and one cycle of 20’
at 72 °C. The PCR conditions to amplify the full replacement construct were: 94 °C 3/, 35 cy-
cles of 94 °C 30”, 58 °C 60" and 72 °C 5’ and one cycle of 10" at 72 °C. The resulting product
was transformed into the T. atroviride WT strain, and hygromycin-resistant colonies were
selected. At least three monosporic passes were performed to ensure genetic homogeneity.

Transformation and Monosporic Selection. Transformation was carried out according
to Herrera-Estrella et al. [59]. The transformed cells were plated on PDA plates containing
hygromycin B (100 pg/mL) in the presence of light until spores were obtained. These spores
were diluted and re-plated at least three times until stable lines were obtained. Several
stable transformant strains were characterized. All of them showed similar behavior, so we
chose Taswo1-10 and Taswo1-28 for further experiments. The insertion of pUE10::Taswol
in the T. atroviride strains was verified by PCR using genomic DNA as a template and
oligonucleotides swolFwd (5 CGCAAGAACGCTATGGTAGCT GG 3') and blul7R (5’
AGTGTGGAGTTGGTCAAATGATGGG 3'), since only this combination would amplify a
1500 bp product if the Taswol gene is integrated at the BLU17 locus (not shown). In addition,
this result was confirmed with a Southern blot analysis for strain Taswo1-28 (Figure S1).
The expression of Taswol was verified by RT-PCR using cDNA obtained from cultures of
the WT strain as a negative control, and all the genetically modified strains tested in this
work were grown in PDA liquid medium (Figure 52) and performing the PCR with oligos
swoF and swoR. Three monosporic cultures were performed to obtain the spores used
for inoculation.

Growth rate of the T. atroviride strains Fresh PDA plates with the different strains were
grown to confluence, and using a boring stopper, 7 mm agar disks were extracted and used
as inocula into fresh PDA plates to monitor growth rate. They were examined daily, and
radial growth was measured to determine their growth speed in cm per day.

Inoculation of Chili Plants with the Mutant or WT Strains of T. atroviride. For the
pot experiments, three cm high, chili plants were inoculated with 1 x 108 spores of the
WT strain the Taswo1-10, Taswo1-28, Tuswol-6A, and Taswol-8A strains or the empty vector
pUE10, non-inoculated plants were used as control.

Plant Growth and Root Colonization Comparison. For each fungal strain, seven plants
in every one of three lots were inoculated, as explained above. Every fifteen days, plants
were observed and compared on the basis of the following parameters: shoot length of
the plant, leaf area (leaves were taken from the same positions in the shoots to make the
comparisons), at day 30, dry weight of plant root and shoot were measured.
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Root Colonization Assay. A novel, cheap method to measure root colonization was
implemented for root colonization assays. This method avoids the use of expensive
equipment and reagents and also the participation of highly trained personnel (such as
RT-qPCR). Roots were detached from different plants after 20 days post-inoculation with
Taswol-10 or Taswol-28 or WT or non-inoculated plants and then extensively washed with
water. After surface sterilization in 2% NaOClI for 2 min, the roots were washed abundantly
with sterile distilled water. In all samples, portions of one cm in length were cut below
the root base in equivalent positions for all samples (as measured in cm); the samples
were weighed to ensure the same biomass amount for all samples and were homogenized
using a pestle and mortar and diluted 10% times in sterile water. Serial dilutions were
inoculated on Petri dishes of PDA, which contained a cellophane membrane. After 48 h,
the cellophane membrane was lifted from each Petri plate so that the complete mycelial
mat was considered to determine fresh and dry weight. Three biological replicas with
5 plants each were examined using quantitative analysis. The rationale for this method is
that if the root has been better colonized and has more hyphae, the inoculum on the Petri
dishes should be more abundant, and a greater growth should be expected, which proved
to be the case.

Microscopy. Plants inoculated with WT or Taswo1-28, and non-inoculated (control)
plants were harvested from the medium, and excess agar was removed. Roots collected
were chopped into 1 cm-long pieces and transferred into vials. Roots were treated by
adding 10% KOH after rinsing with ethanol. The samples with KOH were transferred into
a water bath at a temperature of 80 °C for 40 min. The KOH solution was rinsed from
the root, and 3% hydrogen peroxide was added for 3 min. After this treatment, a staining
solution containing 0.5 g of methylene blue, 400 mL of lactic acid, 400 mL of glycerol, and
200 mL of distilled water was added to root samples and kept in a water bath for 2 min. The
stained roots were distained using a 50% glycerol solution. For each strain, at least twenty
1 cm stained roots were mounted on a slide and observed under a compound microscope
at 100X magnification. Fifteen root hairs were measured in each sample.

RNA Extraction and Gene Expression Analysis by RT-qPCR. Total RNA from fungal
mycelium was extracted according to Viterbo et al. [60]. Expression levels of defensin J1-2F
(gb 1 EU560903.1) and PR (gb | AF227953.1 | AF227953) were measured by quantitative re-
verse transcription-PCR (RT-qPCR) using primers: J1-Fwd: GCACACTCCATGCGTTTCTT;
J1-Rv: CGCAAGTTCTTGCCTCAACA for DEFENSIN J1 and PR2-F (5 GTT AGG TCG
TTC ATT GAT CCG ATT A-3'); PR2-R (5" AGT GAA CCA TCT TGT ACC ACC AC-3)
for PR2. A fragment of the elongation factor E1 was used as a standardization control
(primers: FE-Fwd TCCAACCCTTCTTGAGGCTC; FE-Rv CTGTCCCTGTTGGTCGTGTA).
To eliminate genomic DNA, RNA was treated with DNasel (Thermo Fisher Inc.) according
to the manufacturer’s instructions, and its concentration and purity were measured by the
ratio of absorbance at 260 and 280 nm. The cDNA was synthesized using 500 ng of each
DNase-treated RNA and 10 pmol of the specific reverse primer with a cDNA synthesis kit
(Revert Aid H First Strand kit; Thermo Fisher Inc.). The cDNA obtained was used as the
template for real-time PCR (RT-qPCR) assays. DNA polymerase family B (Triat2 ID: 53190)
and ribosomal protein L13e (Triat2 ID:257690) [61] were used as an internal control in the
same samples to normalize the results obtained. All RT-qPCRs were performed in triplicate
for each gene of each strain. The quantification total of 40 cycle technique used to analyze the
data was the 2722CT method reported by Livak and Schmittgen [62]. The reproducibility
of the whole procedure was determined by performing cDNA synthesis and RT-qPCR
experiments with three separate RNAs extracted from each strain. Similar results were
obtained for the transcription of measured genes in the repetitions and with the internal
control (housekeeping) used for normalization. The cDNA obtained was used as a template
for real-time PCR was performed with the I Cycler 480. Amplification conditions were
10 min at 95 °C, and two step cycles 95 °C for 15 s and 60 °C for 40 s.

Infection with Pathogenic Fungi. Chili plants were grown in soil in a controlled
environment (24-28 °C, 75% relative humidity, and a cycle of 18 h light/6 h darkness).
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Plants were inoculated with the WT or each of the genetically modified strains, and control
plants without inoculation were taken for the experiment. Leaves from several plants
were detached from the same position (node) in each plant and were placed in Petri
plates on wet filter paper to maintain high humidity, and the plates were wrapped in
plastic bags. Two detached leaves from each of three different plants per treatment were
inoculated with 5-mm-diameter mycelial agar disks (as described above for the growth
rate experiments) of Rhizoctonia solani AG5, or Alternaria solani (IMI1381020, both from
the LANGEBIO-CINVESTAV collection) strains taken from 7-day-old cultures grown on
PDA. The disks were placed in the middle of each leave [63]. After 24 h, the disks were
removed, and disease development was assessed 3 d after inoculation. This analysis was
performed at room temperature during the entire experiment. To calculate the amount
of inhibition, we used the Image] program to measure the total leaf area and the area
invaded by the fungus (for A. solani) or the chlorotic regions in the leaf (for R. solani). Then
we divided the affected area by the total area to obtain the percent of damage caused by
the phytopathogens.

Cold Stress Treatment. Plants were grown in a controlled growth chamber. The plants
were inoculated as mentioned above with the WT or Taswo1-28 strains and non-inoculated
plants as a control. After 24 h in controlled conditions, we conducted cold treatment at
4 °C, for 6 h and then returned the plants to controlled conditions, and the results were
evaluated after 30 days.

Heat Stress Treatment. We followed the procedure in a similar way as for the cold
stress experiments but then conducted a heat treatment of 40 °C for 6 h and then returned
the plants in controlled conditions for 30 days.

Drought Stress Treatment. Plants were grown with a photoperiod of 16 h of light and
8 h of darkness at 27 & 2 °C under a normal water regime for 30 days. Then, irrigation was
suspended for thirteen days. After this period, irrigation was resumed, and 3 days later,
the survival rate was assessed. Experiments were performed in triplicate.

Statistical Analysis. All experiments were conducted in 15-35 replicates. Data were
subjected to an analysis of variance (ANOVA), which was applied to determine significant
statistical differences between the different cases. Shapiro-Wilk’s W, Kolmogorov—-Smirnov,
and Lilliefors tests were performed to analyze the normality of the data set. For analysis
of homogeneity of variance, Levene or Cochran’s C Hartley’s or Bartlett’s test was used.
A post hoc analysis that defines the order of the differences found in the ANOVAs was
developed. Fisher LSD tests were considered for the post hoc analyses. All statistical
calculations were performed in STATISTICA-7.0.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/plants10091919/s1, Figure S1: Southern blot analysis of the integration of pUE10::Taswol of
strain Taswo1-28, Figure S2: Construction of swol deletion mutants and overexpression patterns of
the genetically modified strains. Figure S3: Height of Solanum lycopersicum plants inoculated with the
WT T. atroviride (WT) strain or the Taswo1-28 overexpressing strain. Figure S4: Fresh and dry weights
of S. lycopersicum inoculated with Taswo1-28 overexpressing strain. Figure S5. Root hair length in
chili plants inoculated with the WT strain or Taswo1-28; as a control non-inoculated plant.
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