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para comenzar a caminar por este mundo. A los pocos meses
nos trasladamos con mis padres, Alal Almasia y Maria de la
Luz Croce y mi Hermano Emiliano, a la tierra natal de mi papa,
la hermosa Argentina. Creci en Buenos Aires, rodeada de
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educacion basica en el colegio Mariano Acha. Como siempre
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RESUMEN

A nivel mundial, existe una fuerte tendencia hacia la produccion organica de los
alimentos para la cual es necesario generar insumos que sean adecuados para dichos
cultivos. En este seminario se investigaron los efectos beneficiosos que estan
presentes en microorganismos nativos, con el fin de generar productos ecoldgicos

hechos a la medida del suelo chileno.

A partir de un conjunto de cepas de diferentes especies flingicas pertenecientes al
género Trichoderma, prospectadas en el Sur y Patagonia chilena, se aislé y obtuvo
cultivos monoespéricos. Se evaluaron en cultivos axénicos junto con piantulas de
Arabidopsis thaliana para determinar cuales poseian efectos bioestimulantes. Se
observaron variaciones en el crecimiento vegetal, por un lado asociados a un efecto
bioestimulante positivo como un mayor nimero de raices laterales, en las cepas T.
harzianum (TH, TF y T6), T. citrinoviride (TP), T. neozelandeae (T1a) y T. atroviride
(TC). Mientras que por ofro lado, se observé un crecimiento vegetal negativo asociado
a un menor numero de raices laterales presente en T7 (T. harzianum) y T9 (T.
atroviride). Interesantemente, ambos efectos no eran propios de una especie en
particular, sino que era un comportamiento presente en diferentes cepas de variadas
especies. Tras este analisis preliminar, se escogio la cepa TP, que presentd efectos
positivos estimulantes en 2 de las 3 concentraciones probadas (10° y 107 esporas/ml),
y la cepa T7 que no mostrd efectos bioestimulantes en ningtin caso. Se evaludé en
estas cepas, la presencia de compuestos indélicos en los filtrados de cultivos liquidos
mediante dos metodologias, una cualitativa utilizando placas de silice y otra
cuantitativa utilizando espectrofotometria. De esto (ltimo se pudo determinar que la

produccion y concentracién de compuestos inddlicos es dependiente del medio de
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cultivo e inductores utilizados para crecer el hongo, asi como también de la especie del
hongo. Se evalud preliminarmente, los efectos provocados por los filtrados de los
cultivos liquidos de la cepa TP sobre plantulas de A. thaliana, demostrandose que el
disefio experimental es un sistema 0til para entregar informacion relevante sobre las
capacidades de cepas de Trichoderma de provocar efectos en el crecimiento de la

planta.

Finalmente, producto de la interaccion planta-hongo se evaluaron los cambios en la
expresion génica de tres genes relacionados con diferentes respuestas asociadas al
crecimiento de raices laterales (Altir1, Alpla2 yAtcycB1;1) mediante gRT-PCR en
raices de A. thaliana, observandose que la cepa TP a 10° esporas/m! es capaz de
estimular la transcripcion de Aftir! a un nivel mayor que los otros tratamientos (TP a
10° esporas/iml y T7 a 10° esporas/ml), que se traduce en un aumento en la
transcripcion del gen Afpla2 que se encuentra rio abajo de Atfir!. E| gen AtcycB1;1
cuya expresion es posterior a la expresion de Atfir!, no presentd cambios significativos
para los tratamientos con las cepas TP, pero si para la cepa T7. Los resultados
muestran que existen cambios en la expresion de genes relacionados con diversos
procesos asociados al desarrollo de raices laterales, cambios que dependen de la cepa

utilizada.

Con la metodologia utilizada en este seminario, fue posible discriminar capacidades
bioestimulantes a nivel fenotipico como molecular entre cepas. Dicha investigacion
permitié resaltar caracteristicas beneficiosas presentes en microorganismos nativos,
que podrian ser dtiles en el futuro para el desarrollo de la agricultura organica.
Ademas, es una metodologia que puede ser reproducida y utilizada para rescatar

microorganismos benéficos presentes en diferentes suelos.
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ABSTRACT

Globally, there is a strong trend towards crganic agriculture, for which it is necessary to
generate products that are suitable for such crops. In this seminar, the beneficial effects
that are present in native microorganisms were investigated in order to generate
organic products tailored to Chilean soils.

A set of strains from different fungal species belonging to the genus Trichoderma,
originating from South and Patagonian Chile, was isolated and obtained monospore
cultures. All were evaluated with seedlings of Arabidopsis thaliana in order to determine
those which possessed bio-stimulant effects. Variations were observed in plant growth
associated with beneficial bio-stimulant effects such as a greater number of lateral roots
in T. harzianum {strains TH, TF, and T6), T. citrinoviride (TP), T. neozelandeae (T1a)
and T. atroviride (TC). While on the other hand, showed a negative plant growth
associated with fewer lateral roots present in T7 (T. harzianum) and T9 (T. atroviride).
Interestingly, both effects were not specific to a particular species, but rather was
present in different strains belonging to different species. After this preliminary analysis,
strain TP was selected, which showed a stimulating effect at 2 of the 3 concentrations
tested (10° and 107 spores/ml), whilst strain T7, which showed no bio-stimulant effect in
any manner. The presence of indolic compounds in liquid culture filtrates of these two
strains was analyzed by two methods, one qualitative using silica plates and the other
quantitative using spectrophotometry. From that experience, it was determined that the
production and concentration of indolic compounds is dependent on the culture medium
used to grow and induce the fungus as well as the characteristics of the fungus
inoculum. Preliminarily, the effects caused by the liquid filtered cultures of strain TP on

seedlings of A. thaliana was evaluated, demonstrating that the experimental design is a
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useful system to deliver relevant information about the capabilities of Trichoderma
strains to cause effects on plant growth.

Finally, the molecular consequences of the plant-fungus interaction was assessed by
monitoring the expression of three genes related to different responses associated with
the growth of lateral roots (Attir1, Alpla2 and AtcycB1;1) in roots of A. thaliana by qRT-
PCR. Strain TP at 10° spores/ml was able to stimulate transcription of Attir? to a higher
level than the other treatments (TP at 10° spores/ml and T7 at 10%spores/ml), which
transiated into an increase in transcription of the gene Afpfa2 which is downstream of
Attir1. The gene AfcycB1;1 whose expression is later than the expression of Aftirf, did
not change significanily in the treatments with strain TP, but did for strain T7. The
results show that there are changes in the expression of genes related fo various
processes associated with lateral root development, changes that depend on the strain
used.

With the methodology used in this seminar, it was possible to discriminate bio-stimulant
capabilities at the phenotypic and molecular level between strains. This investigation
allowed us to highlight the beneficial features present in native microorganisms that
could be useful in the future development of organic agriculiure. It is also a
methodology that can be reproduced and used to rescue other beneficial

microorganisms present in different soils.
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INTRODUCCION

Agricultura en Chile y el mundo

En los ultimos afios, 1a poblacion mundial ha ido tomando consciencia sobre los efectos
negativos asociados al uso excesivo de agroquimicos. Este abuso se ve reflejado en [a
progresiva contaminacién de los cuerpos de agua adyacentes a los cultivos, a lo que
se le suma el rapido agotamiento de las tierras asociado a la pérdida de fertilidad, que

conducen a un detrimento en la salud de los ecosistemas (Proyecto Life Sinergia).

El uso excesivo de agroquimicos genera dependencia, ya que conduce al agotamiento
de los nufrientes del suelo y pérdida de la microbiota nativa, generando un circulo
vicioso que culmina en tierras inservibles y agricultores sin trabajo. Por lo tanto, se
hace necesario desarrollar la investigacion y fomentar nuevas tecnologias

ecologicamente amigables, que sean aceptadas por la normativa organica.

A nivel mundial, existe una fuerte tendencia hacia la preduccion organica de los
alimentos, produccidn que se esta expandiendo a razén de US$ 2,4 mil millones al afio,
concentrando la gran mayoria (96%) de las ventas en dos regiones, Estados Unidos y
la Unidon Europea (The World of Organic Agriculture Statistics & Emerging Trends,
2006). Con ello, aparece la creciente necesidad de insumos adecuados para dichos
cultivos. Actualmente, mercados influyentes como Francia, han fijado normas vy
tendencias de produccién limpia y sustentable, como una forma de establecer
parametros claros que respalden los productos organicos comercializados, que deberia

estimular la investigacion y comercializacion de ellos.

Chile se propuso para la proxima década, convertirse en una potencia agroalimentaria

de nivel mundial (BCN, 2007), pero para ello es necesario abrirse a las demandas
1



internacionales y revertir practicas actualmente utilizadas, por ejemplo, la importacion
anual de cerca de 1,1 millones de toneladas de fertilizantes quimicos (ODEPA-

Fertilizantes en Chile, 2009).

Actualmente, el mercado de la agricultura organica nacional estd creciendo. Para el
periodo 2009-2010, la superficie organica total certificada alcanzé las 151.097
hectareas, destacandose el aumento en la superficie de cultivo de la uva vitivinifera en
un 31% (Prochile). Esto Ultimo resulta interesante porque Chile se ha convertido en un
oferente importante para el resto del mundo en la produccién fruticola y vitivinicola.
Esto se debe a sus condiciones climaticas, geograficas y ecolégicas que dificultan el
acceso a plagas en comparacion con otros paises de la region. Ademas, Chile posee
un clima y posicién geografica estratégica que permite ofrecer productos en el
hemisferio norte en conira temporada {Prochile,

hitp:/fwww.prochile.cl/importadores/es/oferta-exportable/agricolalorganicos.php).

Trabajando en equipo con especies nativas

En este seminario de titulo, se propuso como desafio aportar a este desarrollo
mediante la investigacion. Para ello, se investigaron los efectos beneficiosos que estan
presentes en microorganismes nativos, que podrian ser Utiles en el futuro para el
desarrollo de la agricultura, con el fin de generar productos ecoclégicos hechos a la
medida del suelo chileno. Como propuesta principal, se planted determinar si las
especies fungicas pertenecientes al género Trichoderma, que habian sido
prospectadas en el Sur y Patagonia chilena (Castillo. P., 2009) poseian efectos

bioestimulantes, para luego iniciar estudios sobre los mecanismos moleculares que

regutan dicho efecto.
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El género Trichoderma esta constituido por hongos en su forma imperfecta o anamorfa,
pero se ha asociado a este mismo el teleomdrfo Hypocrea (Hoyos-Carvajal. L y col.,
2009). Este geénero es reconocido por su habilidad de actuar como agente
biocontrolador contra los patégenos de las plantas. Dentro de sus principales
mecanismos se incluyen: actividad micoparasitaria, creciendo directamente sobre la
presa, fijandola y envolviéndola como una trampa; actividad antibidtica, mediante Ia
produccién de una amplia variedad de enzimas extracelulares antifungicas; y su
eficiente capacidad de competir por los nutrientes y el espacio (Harman, 2006). Por
otro lado, este género fungico es considerado como oportunista, esta presente en una
amplia variedad de ecosistemas (Harman, 2008) y es capaz de interactlﬂar tanto con

micro como macroorganismos.

interaccion de Trichoderma con las plantas

Uno de los macroorganismos con los que este género fingico interactda, son las
plantas a nivel radicular y foliar. El crecimiento de las plantas es afectado por una
amplia variedad de factores entre los que se incluyen luz, temperatura y nutrientes,
pero tambien por microorganismos que viven asociados a la rizosfera, que son atraidos
por los productos de fotosintesis que se liberan a través de las raices como la sacarosa
{Contreras-Cornejo. H. A. y col., 2009) y el triptdéfano (Lugtenberg. B. y Kamilova. F.,
2009), asi como también por la presencia de hongos presa como las micorrizas

(Druzhinina. 1. y col., 2011).

Algunas cepas de este género fungico han sido descritas como rizosfera competente,
por su asociacion infecciosa asintomatica en las raices al colonizar las regiones
corticales externas. Esta interaccion intima con la planta promueve una serie de

beneficios de gran importancia, tales como a) el aumento de la resistencia a varios
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tipos de estrés bidticos y abidticos mediante la resistencia sistémica inducida (ISR) y
adquirida (SAR), b) potencia el uso eficiente de nitrogeno al fomentar la reduccion y
asimilacion de éste e c) incrementa la fertilidad de los suelos y promueve el crecimiento
de raices laterales, contenido de clorofila, area de la hoja y rendimiento (Gal-Hemed. !.
y col., 2011). Con respecto a este Ultimo punto, se ha observado en plantas de maiz
(Zea mays), que al inocular con determinadas especies de Trichoderma, la arquitectura
del sistema radicular es positivamente modulada hacia la formacién de mas raices,
observandose ademas un aumento en el rendimiento de la planta. Se propone que
esta variacion positiva se debe a que el sistema radicular provee de anclaje y fuente de
nutrientes, por lo que un aumento en la superficie radicular contribuye con el aumento

en la eficiencia de absorcién de agua y nutrientes desde el suelo (Bjérkman et al., 1998

, Lopez-Bucio et al., 2005). Adicionalmente, hay un constante intercambio de productos
metabdlicos existente entre ambas especies que regulan y modulan la interaccion

simbidtica (Druzhinina. 1. y col., 2011).

Habilidad de promover el crecimiento de plantas

La regulacién entre ambos componentes simbiontes (planta-Trichoderma) se ha
estudiado anteriormente. Comunmente, se ha utilizado el modelo vegetal Arabidopsis
thaliana, debido a que es sencillo de cultivar y manipular fisica y genéticamente en el
laboratorio, posee un corto tiempo entre generaciones (2 meses) y genera una gran

cantidad de semillas por planta.

-En estudios desarrollados en la Universidad de Chile, se han identificado 14 cepas

pertenecientes a 4 especies del género Trichoderma, las cuales han sido identificadas

morfologicamente mediante cultivo y analisis confrontacionales (Castillo. P., 2009). Al




nivel molecular, se identificaron todas las cepas aisladas por Castillo (2009) mediante
analisis de las secuencias ITS (Internal Transcribed Spacer) y de aquellas especies
reconocidas como 7. harzianum se generé un marcador molecular mediante la técnica
de SCAR (Perez. G., 2010). Para esta Ultima especie, se han identificado cepas
nativas  con efectos bioestimulantes y  biocontroladores  (Bionativa -

http://www.bionativa.cl/tec-publicaciones.html), pero se desconocen los efectos

presentes en cepas pertenecientes a otras especies rescatadas desde el suelo chileno.

Lo que se ha descrito en Ia literatura con respecto a algunas especies no nativas, es
que ciertas cepas fungicas de Trichoderma son capaces de activar genes especificos
de las vias de defensa en A. thaliana como PR-13, PR-2, LOX-1, ATPCA, PDA3 y
PDF1.2 tanto en raices como en hojas (Salas-Marina. M. A. y col., 2011). Pero no solo
modula ia expresién de genes de resistencia, sino que también, se ha observado que
determinadas especies de este género como T. afroviride y T. virens son capaces de
producir fitohormonas tipo auxinas, elementos que son claves en la regulacién del
desarrollo vegetal. La produccién de esta fitohormona en las especies anteriormente
mencionadas se evalué en cultivos liquidos con y sin precursores de la via de los
compuestos inddlicos como triptdfano, triptamina o triptofol, demostrandose que incluso
en condiciones control, estas especies producen compuestos indélicos (Gravel. V. y
col., 2007). Posteriormente, se demostré mediante un acucioso estudio en
sobrenadantes fungicos utilizando cromatografia de gases y espectrometria de masas
(GC-MS) que T. virens es capaz de producir compuestos tipo inddlicos y que éstos
correspondian especificamente a acido indol-3-acético (IAA), &cido indol-3-
acetaldehido (IAAld) y acido indol-3-etanol (IEt). Demostraron ademas, que dichos

compuestos eran capaces de activar diferencialmente la expresién de genes
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marcadores inducibles por auxinas en planta, mediante el promotor sintético sensible a
auxina DR5 asociado a 3-glucuronidasa (Contreras-Cornejo. H. A. y col,, 2009). Se ha
descrito también que la habilidad de este género para promover el crecimiento de las
plantas podria deberse a una disminucion en los niveles de la hormona etileno, ya que
posee el gen de una deaminasa de a-1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), una
enzima clave en la degradacién del precursor ACC de la via de biosintesis de etileno

(Druzhinina. 1. y col., 2011}

Analisis de compuestos inddlicos

Para intentar determinar si estas especies nativas poseen la capacidad de producir
compuestos indélicos que pudieran promover el crecimiento de plantas, fue necesario
contar con técnicas que permitieran determinar la presencia e identidad de compuestos
tipo auxinas en diferentes sustratos como sobrenadantes de cultivos flingicos o
bacteriales. Existen técnicas mas precisas como Cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) o GC-MS, pero también es posible determinar la presencia de compuestos
inddlicos de forma sencilla, rapida y barata mediante técnicas quimicas colorimétricas
basadas en el reactivo de Salkowski. Este ultimo método colorimétrico ha sido
ampliamente utilizado para detectar con especificidad distintos compuestos inddlicos
(Ehmann. A., 1977). El analisis se puede llevar a cabo mediante espectrofotometria o

en placas de silice.

Los analisis en espectrofotdmetro se realizan con el reactivo de Salkowski, el cual
consiste en una mezcla de un acido fuerte con una aita concentracién de FeCls, estos
forman con los compuestos inddlicos un complejo (indol)Fe(ill) que presenta una
coloracion roja (Rahman. A. y col,, 2010). Es posible distinguir entre triptéfano, 1AA y

otros compuestos indélicos observandoles a diferentes longitudes de onda (Glickmann.
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E. y Dessaux. Y., 1995). Esta ultima técnica ha sido evaluada en cultives liquidos de
cepas de T. afroviride, en donde se determiné que la especie era capaz de producir
IAA y compuestos inddlicos con y sin inductores de la via de las auxinas (Gravel. V. y

col., 2007).

Dado que la técnica anterior solo permite determinar la presencia de compuestos
indélicos y no discrimina completamente entre ellos, es que se puede utilizar otra
técnica que confirma la presencia de uno u otro compuesto indédlico. Esta es la
cromatografia de capa fina, que utiliza placas de silice, y el reactivo de Vanurk que
consiste en mezclar el reactivo de Salkowski con el reactivo de Ehrlich (Hassan. M. K.
y Ahmed. HA. 2008). En este Uultimo, se encuentra el componente
paradimetilaminobenzaldehido (p-DMAB), el que en condiciones fuertemente acidas y
con la adicién de FeCl; como catalizador, reacciona generando sustituciones en los
anillos indolicos, que dependiendo del compuesto, entrega diferentes tonos en la

region del rojo, violeta y azul (Ehmann. A., 1977; Eich. E., 2008).

Las auxinas y la seleccion de marcadores en plantas

Las auxinas son compuestos claves en la asociacion simbionte entre el hongo vy la
planta. En plantas, las auxinas juegan un papel fundamental en la regulacion del
crecimiento, controlando desde la arquitectura radicular hasta la extension del tallo. Al
nivel radicular, se han generado mutantes relacionadas con auxina en A. thaliana que
afectan [a formacién de raices laterales en varios estados del desarrollo, lo que sugiere
que dicha fitohormona es requerida para el desarrollo de las raices laterales en
diferentes etapas (Casimiro. 1. y col., 2001). También es requerido IAA en A. thaliana

inicialmente, debido a que las raices laterales se originan exclusivamente en células

fundadoras del periciclo localizadas en el polo opuesto del xilema producto de la
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presencia de auxinas, para luego mediante sucesivas divisiones anticlinales crear una
capa simple. Posteriormente, divisiones anticlinales y periclinales van formando los
diferentes estados (I-VIll) (Malamy. J. y Benfey. P., 1997), siempre que las
concentraciones de los compuestos sean precisas, ya que altas concentraciones
(superiores a los 60 nM) inhiben el crecimiento de raices laterales (Péret. B. y col.,
2009},

En estudios previos se han analizado los efectos provocados por auxina exodgena
sobre plantulas de A. thaliana, observandose cambios importantes en procesos
celulares (Contreras-Cornejo. H. A. y col., 2009). Experimentos analizados mediante
microarreglos revelan que aproximadamente 80 genes son sustancialmente
encendidos en las raices en las primeras 12 horas post tratamiento. Dentro de ellos, se
incluyen genes tipicos de respuesta a auxina como la quinona reductasa FQRT y los
represores de la transcripcion dependiente de auxina de la familia /JAA/AUX. También
aumenta la expresiéon de genes cuyos productos proteicos medifican la pared celular,
actuando secuencialmente primero una pectinmetilesterasa (AtPME), Iluego
poligalacturonasa (AtPG) y finalmente pectatoliasa (AtPLA) que en conjunto digieren
los polimeros de pectina. La accidn de esta Ultima enzima ha sido asociada al
programa de activacién de genes necesarios que conducen a la formacion de raices
laterales, por lo que variaciones en la expresién de esta enzima se asocia a la
aparicion de raices laterales (Laskowski. M. y col., 2008). Es por ello que en este
seminario, se utilizara la expresién de AtPLA como un marcador de aparicion de raices
laterales.

Otros genes tipicos de expresion de respuesta a auxina son los fransportadores de

auxina como EIR1 y AUX1 (Laskowski. M. y col., 2008), y las proteinas F-box como




TIR1 y AFB1-3, que acttian como receptores dominantes de auxina y estan ligados a la
via de ubiquitinacién de proteinas de la familia AUX/IAA (Chen. Z. y col., 2011). Para
estas Ultimas, las auxinas funcionan como “pegamento” molecular, ya que promueven
la union de las proteinas F-box con las proteinas AUX/IAA, activando a la ubiquitin
ligasa E3, y conduciendo a la degradacién de los reguladores negativos AUX/IAA a
través del proteosoma (Robert-Seilaniantz. A, y col., 2011).

Se ha descrito que mutaciones en el gen TIR1 provocan alteraciones en respuestas
mediadas por auxinas como la inhibicién de la elongacion de raices y la induccion de la
formacién de raices laterales. Aunque las funciones de TIR1 y AFB1-3 se solapan en
algunas respuestas y considerando que TIR1 y AFB2 tienen funciones en raiz, los
efectos de TIR1 no pueden ser reemplazados completamente por ninguna variante de
proteinas F-box (Calderon-Villalobos. L. y col., 2010). Se conoce también que dichas
proteinas F-box son reguladas post-transcripcionalmente por miRNAs como miR393 en
respuesta a tratamientos con auxina y a la presencia de patégenos (Chen. Z. y col,,
2011). Recientes estudios han determinado que la colonizacion de las raices de A.
thaliana por T. atroviride induce y solapa la expresion de genes de defensa de las vias
de acido salicilico (SA) y acido jasménico/etileno (JA/ET) contra patégenos biotréficos y
necrotréficos, asi como también es capaz de desencadenar respuestas dependiente de
SA en ausencia de patégenos (Hermosa. R. y col,, 2012). Este Ultimo punto es
importante por que influye directamente en la expresién de T/R7, dado que el SA inhibe
la biosintesis de IAA en plantas e independientemente de la expresién de miR393,
reprime la expresion de T/IR1(Kazan. K. y Manners. J., 2009). Por lo anteriormente

descrito, es que se escogid al gen TIR1 como marcador de respuesta a auxinas.




La induccion de raices laterales supone una taza mayor de divisién celular en zonas
determinadas. Se ha descrito que la expresién de TIR7 es necesaria previamente a la
expresion de genes participantes en el ciclo de divisién celular como la ciclina
CYCB1,1 (Gray. W. y col,, 1999). Sumado a que las auxinas estan vinculadas con el
crecimiento vegetal y participan en la regulacién de {a iniciacion de raices laterales, es
gue se ha investigado el efecto de esta hormona sobre el ciclo celular. Basicamente, el
ciclo celular estd comandado por quinasas dependientes de ciclinas que requieren de
la dimerizacion con una subunidad regulatoria (ciclinas) para su activacién. En un
estudio previo se demostrd que las auxinas inducen la expresion de varias ciclinas
mitéticas como CYCAZ;1, CYCA2;2, CYCB1;1 y CYCB1;2 (Vanneste. S. y col., 2005).
Una de las ciclinas antes mencionadas, CYCB1;1, funciona como marcador del ciclo
celular en la transicion G2/M en A. thalfiana, y se encuentra expresada en células en
division tanto en el meristema apical de la raiz como en células del periciclo que se
transformaran en raices laterales. De acuerdo con ello es gue esta ciclina se utilizara
en este seminario como marcador de mitosis para evaluar los cambios provocados en
la planta producto de la presencia del hongo.

Dada la importante interaccion presente entre hongos y plantas, en conjunto con todos
los efectos moleculares ya conocidos y lo esencial que resulta este contacto y la
informacion derivada de éste para el desarrollo de nuevas tecnologias aplicadas, es

que se planteé la siguiente hipétesis:
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Hipotesis
“Cepas nativas del género Trichoderma son capaces de estimular el crecimiento de

plantulas de Arabidopsis thaliana mediado por la produccion de compuestos tipo

auxinas”.

Para validar dicha hipotesis se definieron los siguientes objetivos:
Objetivo general

Evaluar a nivel fenotipico, quimico y genético el efecto bioestimulante de cepas nativas

del hongo Trichoderma sobre el desarrclio de plantulas de A. thaliana.
Objetivos especificos:

1) Obtencidn y cultivo de aislados monoesparicos a partir de aislados purificados de
cepas nativas de Trichoderma.

2) Seleccion de cepas nativas de Trichoderma de acuerdo a su capacidad de
estimular el crecimiento de A. thaliana ’

3) Obtencion y analisis de los sobrenadantes de las cepas de Trichoderma
seleccionadas crecidas en medios de cultivo liquido modificados

4) Evaluar los cambios en la expresién génica de los genes tir1, pfa2 y cycB1;1
mediante qRT-PCR en raices de A. thaliana producto de la interaccion planta-

hongo
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MATERIALES Y METODOS

1.- Cepas

El material bioldgico fue proporcionado por Pedro Castillo del Valle (Laboratorio de
microbiclogia ambiental, Dra. Margarita Caru), quien en su seminario de titulo aislo,
purifico e identifico, basandose en caracteristicas morfolégicas y pruebas de
antagonismo, cepas fungicas que presentaban habitos similares a los observados
dentro del género Trichoderma (Castillo. P., 2009). De la investigacién anterior se
obtuvieron 14 cepas que fueron colectadas de diferentes fuentes y origenes como se

detalla en la Tabla I.

Tabla 1. Detalle del origen, fuente y lugar de recoleccién de las muestras obtenidas. Coordenadas incluyen
los metros sobre el nivel el mar (msnm) del lugar de recoleccion, (Castillo, P., 2009)

Origen
de la
Nombre Origen Fuente muestra Coordenadas®

. 39952'28"S - 71953'29"0D

Tk Puerto Fuy Borrago officinalis Radicular 731 msnm
P . . o g Rad EC{!EBF 37012'43“5 - 72019'18"0

T9 Rio Laja Eucryphia cordifalia 149 msnm
) ) Trampa 37912'437S - 729191870

TR Rio Laja Raphanus raphanistrum 149 msnm
‘ Foliar 39951'08"S - 71°55'35"0

T5 Neltume Nothofagus oblicua 516 msom
o Foliar 39°552'28"5 - 71953'29"0

TC Puerto Fuy Berberis microphylla 731 msnm
) . ) ] Radicular 37°12'43"S - 72°19'18"0

T Rio Laja Populus nigra 149 msnm
) Foliar 39°51'08"S - 71955350

TA Neltume Malus sylvestris 516 msnny
R 37°12'43"S - 72919'18"0

T7 Rio Laja Prunaus insititia Radicular 149 misnm
o Radicular 39°52'28"S - 71953'29"0

Tia  Puerto Fuy Borizgo officinalis 731 msnm
o Foliar 39°52'2875 - 71953'29"0

TH Puerto Fuy Borrago officinalis 731 msnm
) _ . o Faliar 37°12'43"S - 72°19'18"0

TF Rio Laja Fucryphis cordifolia 149 msnmi
. Eoliar 39°51'018"S - 71955'35"0

Tia Neltume Luma apfcufata 516 msnm
_ ) _ Eoliar 51°39'53"S - 72°34'25"0)

TP Puerto Consuglo  Achillea milefolium 27 msnm

) Foliar 39951'08"S - 71°55'35"0

T2 Neltume Senecio sp. 516 msnm

* Coordenadas aproxiniadas.
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2.- Obtencion y cultivo de aislados monoespéricos

Para obtener los cultivos monoespdricos de los 14 cultives previamente purificados,
se realizaron diluciones seriadas para cada una de las cepas fungicas utilizando agua
destilada estéril. A continuacién se tomaron 100 ul de cada una de las diluciones 10
8107 y 10°®, los que se sembraron en placas con medio Agar Papa Dextrosa (PDA) con
antibidticos (100 mg/l Kanamicina y 100 mg/l Ampicilina). Estas placas se incubaron a
25°C en oscuridad hasta obtener colonias aisladas (3-4 dias) pertenecientes a una sola
conidia. Luego, cada colonia fue aislada e incubada en placas con medio PDA, Se
dejaron crecer por una semana a 25°C en oscuridad hasta que el cultivo cubri¢ toda la
placa. Posteriormente, se cortaron cuadrados de 1cm® de cada agar y se reincubaron
en placas con medio PDA hasta que el cultivo cubri¢ toda la placa y comenzd a
esporular (aproximadamente 7-8 dias). En dicho momento se rompid parte del medio-
agar para promover la esporulacién de cada cepa. Al obtener placas esporuladas
completamente provenientes de una colonia, se agregd agua estéril (10 ml) y se raspd
la superficie con una espatula. Se conservo cada cultivo moncespérico en un frasco de
vidrio esterilizado a 4°C hasta el momento de titular.
Cada cultivo fue titulado utilizando una camara de Petroff-Hausser. Para ello, se tomé
50 ul de cada una de las suspensiones de esporas generadas en el punto anterior, y
bajo microscopio se contd el nimero de esporas en 4 secciones de la camara (cada
una de 25 cuadrados pequefios) y se calculé el niimero promedio en ellos. Luego se

calculd el numero de esporas por ml mediante la siguiente formula

(hitp:/faulavirtual.usal.esfaulavirtual/demos/microbiologia/unidades/decumen/uni 02/58/texthtml/cap804.htm):

Neesporas
ml

= esporas promedio por cuadrado (N?) x 25 x 50 ( 1 ) x 103 (m_ma) p

mm3 mi



Con cada titulo, se generd diferentes reservas de esporas para cada hongo a las

concentraciones siguientes: 10°,10° y 107 esporas/ml.

3.- Cultivos fungicos liquidos de cepas de Trichoderma

En matraces de 250 ml, se agregaron 100 ml de medio Vogel-Bonner (Vogel 1x-
Anexo2: Medios de cultivo) con 0,5% de sacarosa. Para evaluar la potencialidad de los
hongos para producir compuestos inddlicos, se les crecieron en medios suplementados
con triptéfano (Trp), un inductor de la via metabdlica de las auxinas. Para ello se
suplementaron con 0 mg/l, 100 mg/l y 200 mg/l de Trp (Gravel. V. y col., 2007;
Contreras-Cornejo. H. A. y col.,, 2009). En estos tltimos, se inocularon 10 pl de una
suspension de esporas activas (cepas TP y T7 independientemente) a una
concentracion final de 10° esporas/l. Estos cultivos se crecieron por 7 dfas a 25°C con
agitacion de 150 rpm.
Para exfraer el sobrenadante de los cultivos liquidos fingicos, se utilizé primero un
filtro Nytal (filtros de nylon; diametro de poro de 30 pm) y luego filtros de 0,22 um
(Millipore). El sobrenadante filtrado se conservé a 4°C hasta que fuera necesario usarlo

como se describe en la seccion 5.3.

4.- Material vegetal y condiciones de crecimiento

Plantulas de Arabidopsis thaliana Heynh., ecotipo Columbia-0 fueron utilizadas en
diferentes experimentos. Se esterilizo la superficie de las semillas con la solucion 1 (1
ml de etanol 95% (v/v) filtrado) por 5 min en agitacion y luego con la solucion 2 (1 ml de
etanol 70% (v/v) con TritonX 100 0,1% (v/v)) por 15 min en agitacion. Luego de lavar 4
veces con agua destilada estéril, se dejd incubando 24 h a 4°C para la estratificacion.

Tras la estratificacion, se sembraron 15-18 semillas en una linea en placas cuadradas

de 120x120x17mm. En dichas placas, se vertié 50 ml de medio que contenia: 4,43 g/l
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de medio MS (Murashige and Skoog Basal Salts Mixture, M524-Phytotechnology) ,12
g/l agar-agar (MERCK), suplementado con 80 mg/l de inositol, sin sacarosa a pH 5,8.
Se dejaron incubar en una camara con fotoperiodo 16 h luz/8 h oscuridad a 22°C. La
incubacion de las placas fue en un angulo de 65° que permitié el crecimiento de 1a raiz

por la superficie del agar.
5.- Experimentos de inoculacion

5.1.- [noculacién de Hongos Trichoderma

Los cultivos de cepas de Trichoderma fueron evaluados in vifro por su capacidad
de promover el crecimiento de A. thaliana. Para ello, luego de 4 dias tras la siembra de
las semillas, se inocularon 10 ul de una suspension de esporas titulada a 10°
esporas/ml, 10° esporas/ml o 10 esporas/ml de cada una de las 14 cepas, por
separado. El indculo se situé a 5 cm de las puntas de las raices principales (15-18
plantulas por placa). Las plantas fueron regresadas a la camara hasta el dia 11 tras la

siembra. Tras dicho periodo, se realizé el analisis fenotipico {seccion 8).

5.2.- Inoculacion de diferentes concentraciones de IAA
Se evallo in vitro el efecto de IAA sobre el crecimiento de A. thaliana. Para ello,
luego de 4 dias tras la siembra de las semillas, se agregaron diferentes
concentraciones de acido indol-acético ([AA) diluido en medio mineral Vogel 1x (50ul) a
2,5 cm de la raiz principal de las plantulas en linea recta. Las concentraciones
evaluadas fueron 0,5 ng/ml, 5 ng/ml, 0,05 pg/mi, 0,5 pg/ml, 5 pa/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml

y 50 ug/ml. Tras 11 dias post-siembra, se analizé el fenotipo de las plantas (seccion 6).
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5.3.- Inoculacién de cultivos fiingicos filtrados
Se evallio el efecto directo del sobrenadante de cultivos liquidos de algunas cepas
fungicas sobre el crecimiento de las plantas. Para ello, tras extraer el sobrenadante de
los cultivos liquidos fangicos v filtrarlos (seccion 3), se procedid a colocarlos en
esterilidad sobre placas de MS que contenian plantulas de Arabidopsis de 4 dias post-
siembra. Para ello, se distribuyé homogéneamente 100 pl de filtrado a 2,5 cm de las
puntas de las raices principales en linea recta, Luego de 6 dias en presencia del

filtrado, se procedio a evaluar el fenotipo de las plantas (seccion 6).

6.~ Andlisis fenotipico
Para cada plantula, se conto el nimero de raices laterales con una lupa, se midié el
largo de la raiz principal mediante la aplicacion ipsDig2 Versibn 2,15

{http://life.bio.sunysb.edu/morph/soft-dataacg.html) ¥ se midié el peso himedo de la parte aérea

en una balanza analitica. La densidad de raices laterales se evaludé considerando el
promedio del total de raices laterales por planta dividido por el promedio del largo de la

raiz principal de cada planta.
7.- Crecimiento de hongos y analisis de los compuestos inddlicos.

7.1.- Cultivo liquido de hongos

Para evaluar la produccion de compuestos inddlicos, se inoculé con 10 pl de una
suspension de esporas activas a una concentracion final de 10° esporas/l en 100 ml de
medio Vogel 1x estéril o MS 1x (Anexo 2: Medios de cultivo), ambos con 0,5% (p/v) de
sacarosa en matraces de 250 ml. Para evaluar la potencialidad de los hongos para
producir compuestos inddlicos, se les crecieron en medios suplementados con Trp, un

inductor de la via metabdlica de las auxinas. Para ello, se agregé 0, 100 o 200 mg Trp/|
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(Gravel. V. y col., 2007; Contreras-Cornejo. H. A. y col., 2009). Estos cultivos se
crecieron por 7 dias a 25°C con agitacion de 150 rpm. Tras la incubacion, se filtraron
los cultivos con filtros Nytal (filtros de nylon; didmetro de poro de 30 um) y filtros de
0,22um (Millipore) y los sobrenadantes fueron ajustados a pH 2 (Contreras-Cornejo. H.
A. y col,, 2008) con HCI1 M. Los compuestos inddlicos en el sobrenadante fueron
extraidos 2 a 3 veces con volimenes iguales de 100% (v/v) acetato de etilo. Los
extractos fueron evaporados hasta sequedad en rotavapor con vacio a 38°C, y luego

resuspendidos en 1 ml 100% (v/v) metanol.

7.2.- Analisis de compuestos inddlicos
El analisis de los compuestos se lievé a cabo en dos formas, una cualitativa
mediante el uso de cromatografia de capa fina (TLC - thin layer chromatography) vy la

ofra cuantitativa mediante el usoc de espectrofotometro.

7.2.1.- Analisis cualitativo por cromatografia de capa fina

El analisis cualitativo fue realizado mediante TLC en placas de silice (MERCK)
utilizando como fase movil isopropanol:amonio:agua (10:1:1, v/v) (Gravel. V. y col.,
2007). Se pipetearon § ul de cada muestra en las placas con los estandares (IAA)
correspondientes para cada prueba. Se dejo fluir la fase mévil sobre la placa en un
jarro de vidrio sellado a temperatura ambiente. Luego, las placas fueron visualizadas
bajo luz UV y luz blanca, para identificar compuestos gue no son revelados por los
reactivos. Tras ello la cromatografia fue revelada pulverizando el reactivo Vanurk. Este
Uultimo se preparé mezclando un volumen de reactivo Ehrlich (1g de p-dimetilamino
benzaldehido disuelto en 50 ml HCI 37% v/v) y dos volimenes de reactivo Salkowski
(2,03 g FeCl;*6H,0 disuelto en 500 mi agua destilada mas 300 ml H,S0,10,8 M)

(Hassan. M. K. y Ahmed. H.A., 2008).Tras pulverizar, la cromatografia fue caientada en
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horno a 100°C por 5 min y las placas se dejaron enfriar. La movilidad relativa (Murray.
L. K. y col., 2009) de todas las muestras fue medida. Se determind al cbservar el
estandar de IAA que fras aplicar el revelador, éste aparece bajo luz blanca como una
mancha de color azul-violeta, sin revelador y observado bajo luz UV de onda corta (254
nm} como una mancha celeste claro y bajo luz UV de onda larga (366 nm) como una
mancha de color violeta oscuro. En los distintos revelados presenta un Mr que esta en

el rango de 0,54 y 0,6 (Gravel. V. y col., 20G7).

7.2.2.- Analisis cuantitativo mediante espectrofotometro

En cuanto al analisis cuantitativo, para visualizar los compuestos inddlicos en el
espectrofotémetro se utilizé un método colorimétrico tipo Salkowski en el cual se
mezclé 1 volumen de muestra (cultivo fungico en MS 1x) con 1 volumen de reactivo
(4,5 g FeCly/l H,80,4 10,8 M), se dejo incubando por 30 min en oscuridad y luego se
midié a una longitud de onda de 541 nm (Glickmann. E. y Dessaux. Y., 1995). Se
compararon los resultados obtenidos en cada muesira con una curva estandar en la
que se diluyeron distintas concentraciones de [AA (35 pg/ml a 1 ug/ml) en medioc MS

1X.

8.- Andlisis de los cambios de expresién génica de los genes Attir1, Atpla2 y
AtcycB1;1 mediante gRT-PCR

Plantulas de A. thaliana de 4 dias post-siembra crecidas en placas de Petri con
medio basal MS 1x fueron inoculadas a 5 cm de la raiz principal. El indculo consistié en

10 pl de cada una de las siguientes suspensiones de esporas de la cepa TP: 10°
esporas/iml y 10° esporas/ml y de la cepa T7: 10° esporas/ml, todas en forma
independiente en placas que contenian entre 12 y 15 plantulas. Se incluyeron

tratamientos con agua destilada como controles negativos. Durante 6 dias mas, se
18




dejaron interactuar los distintos tratamientos. Luego de completar 11 dias tras la
siembra, y utilizando un bisturi se corto la unién brote/raiz y se colectaron las raices de
las plantulas de A. thaliana para cada tratamiento por separado. Estas Ultimas fueron
congeladas en nitrégeno liquido y conservadas a -80°C hasta el momento de la
extraccion del RNA.

El RNA total se extrajo utilizando el kit UltraClean™Plant RNA Isolation {(MOBIO) como
describe el fabricante. Se purificaron las muestras de RNA agregando 0,1 volumen de
acetato de sodio 3M y 2 voliumenes de etanol 100% (v/v), se dejé durante 24 horas a
-80°C y se centrifugé a 17000xg por 15 minutos a 4°C. Conservando el pellet, éste se
lavé con etanol 70% (v/v) y se volvié a centrifugar 5 minutos a 17000xg. Se repitieron

los lavados 2 veces. Finalmente se resuspendio el pellet en 20pl de agua DEPC.

Se realizd el tratamiento de DNAsa para el RNA total obtenido. Para ello, se
cuantificaron fas muestras de RNA utilizando un NanoDrop -1000 Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific.). Se agregé 1 U de DNasal (Fermentas), amortiguador
DNasal con Magnesio 1x y 40 U de "RiboLocRNaselnhibitor” (Fermentas) a 3 ug de
RNA y se completo hasta un volumen final de 20 il con H,O DEPC. Se incubd en un
bano termorregulador durante 35 minutos a 37°C, se pas¢ a hielo donde se agregd 2

de EDTA (25 mM), y finalmente, se dejo 10 minutos a 65°C,

Posteriormente se realizé la transcripcién reversa para una reaccion total de 20 pl
utilizando dos mezclas. La mezcla 1 consistio en 3.8 pl de RNA pést tratamiento con
DNAsa y 1,2 pl de partidor Oligo AP DEPC (10 pM; Tabla 2). Este se dejé en el
termociclador por 5 minutos a 70°C. Tras dicho tratamiento, se agregd la mezcla 2, Ia
cual consistio en 4 pl de Amortiguador 5x (Promegay), 1.2 pl de RT-improml] (Promega),

0.4pl de Ribolock (Fermentas), 4 pl MgCl; 25 mM (Promega), 1 pl de dNTP DEPC (10
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mM) y 4.4 ul de agua DEPC. Finalmente se dejo continuar el programa para RT-PCR
de acuerdo a las temperaturas y tiempos siguientes: 25°C por 5 minutos, 42°C por 60

minutos, 72°C por 15 minutos por 1 ciclo y finalmente se dejé a 10°C.

Se escogieron 3 genes relacionados con diferentes respuestas asociadas al
crecimiento de raices laterales: Aftir1, Atpla2 y AtcycB1.1. Se incluyeron como genes
normalizadores a UBI10, PP2A y At4g26410 (Czechowski. T. y col., 2005); Tabla2).
Los partidores especificos para Atlir! y PP2A fueron generados mediante el programa
AmplifX1.4.5, considerando como respaldo las secuencias disponibles en la base de

datos TAIR (hitp://iwww.arabidopsis.org/) y se corroboraron los indices termodinamicos

tedricos mediante la herramienta online de IDT

(hitp://mww.idtdna.com/scitools/scitools.aspx). Los partidores para Aipfa2 fueron

disefiados por el grupo de Dr. Andrés Zurita (Centro de Estudios Avanzados en Zonas
Aridas).Finalmente los partidores para AtcycB1;1, UBI10 y At4g26410 fueron
disefiados por el grupo de ia Dr. Lorena Norambuena (Laboratorio de Biologia Vegetal

Molecular).

Se confirmé mediante secuenciacién (Macrogen Corp, USA) que los amplicones
obtenidos mediante PCR utilizando los partidores disefiados contra los tres genes
escogidos (Aipla2, Attirl y AtcycB1,1) correspondian al segmento de gen esperado. Se
compararon las secuencias obtenidas con las depositadas en la base de datos TAIR

(http://www.arabidopsis.org/) utilizando el programa BioEdit (Sequence Alignment

Editor).

La expresion de los distintos genes en la planta fue evaluada mediante RT-PCR
cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR). Los experimentos fueron llevados a cabo en el

sistema para deteccion de gRT-PCR denominado Stratagene Mx3000P (Agilent
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technologies) utilizando el Mastermix 2x-Sensimix SYBRHi-ROX (Bioline) segtn las

sugerencias del fabricante.

El programa utilizado consistié: segmento 1 de un ciclo de 1 segundo a 25°, segmento
2 de 1 ciclo por 10 min a 95° segmento 3 de 40 ciclos de 15 segundos a 95°, 15
segundos a 55° y 15 segundos a 72° segmento 4 de 5 segundos a 95°, 1 segundo a
25°, 15 segundos a 55° y un segundo a 72°. Se confirmé la ausencia de dimeros de
partidores con reacciones que no contenian cDNA. Cada reaccion se llevd a cabo en
duplicade técnico y se realizé un analisis de cuantificacion relativa considerando los

genes normalizadores y genes muestra en base a la formula:

eficiencia gen1(8Ct) ' 2)
eficiencia normalizador(GCty

Expresién relativa =

considerando (ACt = (Ct wt — ct muestra))

Tabla 2. Partidores disefiados para los genes involucrados en la proliferacion de raices laterales en
Arabidopsis thaliana.

Nombre Partidor Secuencia Gen Amplificado  Niamero de acceso
PLAZ F 5'-TCCACTCCCGTCTCCGAACC™3 At1g87750 NM_105443
PLAZR 5-TCCCATTTCGGGTCGCATCT'3 (PLA2)

Cycb1 F 5'GCATTTCGAGGGAATCATGACG 3 Atdg37490 NM_119913
Cycb1 R 5'CTTAGACGAATCCTCAATCCTGG3 {CYCB1;1)

TIRF S TGGTCTTGAGGTGCTTGCTTCAAC'3 At3g62980.1 NM_116163
TIRR 5'GCATTGGTCATTTGACGGCAGAAG'3 (TIR1)

UBI10 F 5'ACCAGCAGCGTCTCATCTT 3 AT4g905320

UBIMOR 5'GCATAACAGAGACGAGATTTAGAA'3 (Ubiquitina 10)

PP2AF 5'GATACTTTGTCGTGTGTTGTCTT 3 At1913320 NM_101203
PP2AR 5'CAAATACGCCCAACGAACAA'3 (PP2AA3)

G26410F ) B'GAGCTGAAGTGGCTTCCATGAC 3 At4g26410 NM_118774
G26410R 5'GGTCCGACATACCCATGATCC'3 (Pruteina expresada)

OligoAP 5'CGCCACGCGTCGACTAGTACTTITITITTTITTITTITS
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9.- Analisis de datos

El analisis estadistico se realizé para comparar cada tratamiento con hongo con
respecto al control. Para ello, se utilizé el programa GraphPadPrism 5 realizando un
analisis de ANOVA de 1 via y un post-andlisis de comparacién mliltiple de Dunnett que

considera P<0,05 (%), P< 0,01 (**) y P<0,001 (***) como indicadores de significancia.
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RESULTADOS
Objetivo 1:

Obtencidén y cultivo de aislados monoespéricos a partir de aislados purificados
de cepas nativas de Trichoderma.

Muestras de hongos pertenecientes al género Trichoderma prov?nientes del
centro y sur de Chile fueron previamente identificadas genética y morfoldgicamente
{Castillo. P., 2009), Durante mi seminario de titulo, éstas fueron aisladas mediante
diluciones sucesivas y cultivo en placas hasta obtener cultivos provenientes de una
sola espora. Estos tltimos fueron cultivados estimulando la esporulacion, obteniéndose
asi 14 cultivos monoesporicos independientes. En la Figura 1, se muestran algunos de
ellos en fase de completa esporulacion. Tras raspar cada una de las placas con agua
estéril, se tituld cada cultivo liquido llevandolos a una concentraci(')r.l de 10° 10°%y 10’

esporas por ml (Secciéon 2).
Objetivo 2:

Cepas del género Trichoderma promueven el crecimiento de plantulas de A.
thaliana.

Con el objetivo de evaluar cada cepa del género Trichoderma de acuerdo a su
capacidad de estimular el crecimiento in vitro de Arabidopsis, placas con plantulas de 4
dias post siembra fueron inoculadas a 5 cm de su raiz principal con esporas de
hongos, y se los dejé crecer e interactuar por 6 dias bajo condiciones controladas de
crecimiento. Se incluyeron placas inoculadas con agua destilada como tratamiento

control e indculos con diferentes titulaciones de esporas (10°, 10° 107 esporas/ml)
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como tratamientos experimentales, proceso que se repiti6 para cada uno de los 14

cultivos monoespéricos en forma independiente.

Trozos de cultivo Cultives Trozos de cultivo Cuttives
Cepa | monoesporico en | Monoesporicos Cepa | monoesporico en | mencesporicos
placas de PDA esporulades placas de PDA esporulados
Ll T
i 74 TF
T1a TH
T6 TR
T9
TC
T2
T5

Figura 1. Crecimiento de cultivos monoespoéricos en placas con medio PDA. Se observa en cada
recuadro, de izquierda a derecha: Nombre de la cepa, Trozos de medio PDA provenientes de placas con
cultivos monoesporicos y placas con medio PDA con el hongo esporulado tras 3 semanas de cultivo.
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En el caso de indculos de 107 esporas/ml, tras 6 dias de interaccion, se observé que el
crecimiento de la raiz principal de las plantulas fue inhibido en todos los casos al
compararlas con las placas control (Figura 2-A). En cuanto al nGmero de raices
laterales, se observd un aumento promedio significativo de un 35.4% y 30.7% sobre el
control, en el caso de cepas TP y TH, respectivamente y una disminucidén promedio
significativa de 60.7 y 70.8% inferior al control, en el caso de T10a y T2,
respectivamenie (Figura 2-B). Con respecto al peso himedo, no se observd
estimulacion a esta concentracion de esporas. Interesantemente, aquellas cepas que
presentarocn un aumento en el nimerc de raices laterales (TP, TH) no presentaron
diferencias significativas en el peso himedo con respecto al control (Figura 2-C). En
resumen, los resultados reflejados en los tres parametros considerados no muestran
un efecto beneficioso sobre el crecimiento y desarrolio de las plantulas al inocular con

107 esporas/mil.

Por lo tanto, se repitié el proceso experimental con dos titulaciones menores (10° y 10°
esporas/ml de manera independiente} a modo de evaluar si el efecto del hongo sobre
el crecimiento de Arabidopsis era dosis-dependiente, Al evaluar el largo de la raiz
principal se cbservo que no existian grandes diferencias entre ambas dosis (Figura 3).
Al inocular con las cepas TR, T10, T5, TA, T2, T10a y TC, el largo de la raiz fue menor
con respecto al control con ambas dosis, mientras que para el caso de T1a, a la mayor
concentracion de esporas no se observan diferencias respecto al ¢ontrol. En cambio,
se observo que al inocular con las cepas T6 y T7, el largo de la raiz principal era
levemente mayor a la menor concentracion. Las cepas TP, T9, TH y TF no afectaron el

largo de la raiz principal en ambas dosis.
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Cepas Trichoderma

Figura 2. Crecimiento de plantulas de Ambidogsis thaliana en presencia de cepas nativas de
Trichoderma inoculadas con una suspension de 10" esporas/ml. Se muestra el efecto de la inoculacion
en el largo de la raiz principal (A), El nimero de raices laterales (B) y en el peso humedo (C). Datos
muestran promedio y desviacion estandar de un grupo de 10 plantulas por tratamiento. El experimento
fue repetido 2 veces con similares resultados. Se considera *(P<0,05), ** (P< 0,01) y *** (P<0,001) como
indicadores de significancia, mientras que la ausencia de asterisco indica que no existe diferencia
significativa con respecto al control.
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Cepas Trichoderma y densidad de esporas

Figura 3. Largo de raiz principal de plantulas de Arabfdops:s thaliana en presencia de cepas nativas de
Trichoderma inoculadas con una suspension de 10° y 10° esporas/ml. Datos muestran promedio y
desviacion estandar de un grupo de 10 plantulas por tratamiento. El experimento fue repetido 2 veces con
similares resultados. Se considera * (P<0,05), * (P< 0,01) y *** (P<0,001) como indicadores de

significancia, mientras que la ausencia de asterisco indica que no existe diferencia significativa con
respecto al control.

Al analizar el efecto de las cepas sobre el niUmero de raices laterales, se observé que
algunas cepas, a determinadas concentraciones de esporas, eran capaces de provocar
un efecto estimulante (Figura 4). Especificamente, a una concentracién de esporas de
10° esporas/ml, las cepas TH, TF y T6 provocaron un aumento de 47.3%, 37.7% y
46.5%, respectivamente. Cuando se inocul6 con las cepas T1a, TP, TC y T6 a 10°

esporas/ml, las plantulas presentaron mas raices laterales con respecto al control. En
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promedio, estas cepas fueron capaces de estimular el desarrollo de raices laterales al

menos en un 50%.
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Cepas Trichoderma y densidad de esporas

Figura 4. Nimero de raices laterales por planta de Arabidopsis thaliana en presencia de cepas nativas de
Trichoderma inoculadas con una suspension de 10° y 10° esporas/ml. Datos muestran promedio y
desviacion estandar de un grupo de 10 plantulas por tratamiento. El experimento fue repetido 2 veces con
similares resultados. Se considera *(P<0,05), ** (P< 0,01) y *** (P<0,001) como indicadores de significancia,
mientras que la ausencia de asterisco indica que no existe diferencia significativa con respecto al control.

Dado que la presencia de ciertas cepas del hongo gener¢ diferencias en el largo de la
raiz principal, pero también diferencias en el nimero de raices laterales es que se
evalué la relacion entre ellos. Asi, nos permite determinar si es que las cepas

promueven diferencias en cuanto a la densidad de raices laterales (Figura 5).
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Cepa Trichoderma y densidad de esporas

Figura 5. Densidad de raices laterales de plantulas de Ambrdopsrs thaliana en presencia de cepas nativas
de Trichoderma inoculadas con una suspension de 10° y 10° esporas/ml. Datos muestran promedio y
desviacion estandar de un grupo de 10 plantulas por tratamiento. El experimento fue repetido 2 veces con
similares resultados. Se considera *(P<0,05), ** (P< 0,01) y *** (P<0,001) como indicadores de
significancia, mientras que la ausencia de asterisco indica que no existe diferencia significativa con
respecto al control.

Se observé que la densidad de raices laterales concuerda con lo observado en los
datos de numero de raices laterales. Esto confirma que el efecto estimulante en el
numero de raices laterales es mayor en los tratamientos indicados (TH, T6, T1a, TP,
TCyTR).

Finalmente, se evalu6 si este efecto estimulante en el crecimiento radicular estaba
reflejado en el peso fresco de las plantulas expuestas a las distintas cepas. Como se

muestra en Figura 6, se observé un aumento significativo solamente para la cepa T1a
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a una concentracion de 10° esporas/ml, pero también a dicha concentraciéon de
esporas, se aprecia que el promedio en el peso humedo para las cepas TP, TC, T6,

TH, TF y TR es mayor que el control, coincidentemente con las cepas que
anteriormente presentaron mayor nimero de raices laterales (Figura 4).

En general, el comportamiento del peso fresco es proporcional a la estimulacién en el

numero de raices laterales.
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Figura 6. Peso himedo de plantulas da Arabidopsis thaliana en presencia de cepas nativas de Trichoderma
inoculadas con una suspension de 10° y 10° esporas/ml. Datos muestran promedio y desviacion estandar de
un grupo de 10 plantulas por tratamiento. El experimento fue repetido 2 veces con similares resultados. Se
considera *(P<0,05), ** (P< 0,01) y *** (P<0,001) como indicadores de significancia, mieniras que la
ausencia de asterisco indica que no existe diferencia significativa con respecto al control.
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Con estos resultados, fue posible observar que el efecto estimulante varia segin la
cepa y que este mismo es dosis-dependiente observandose mayor estimulacién en el
numero de raices laterales a concentraciones menores de esporas. Las cepas TP {a
10° y 107 esporas/ml) y TH (a 10° y 107 esporas/mi) indujeron mayores nimeros de
raices laterales, sobre todo al inocularlos en la menor concentracion (Figura 4). La
cepa T1a presentd un comportamiento muy similar a TP, mientras que TF mostrd un
comportamiento similar a TH. Las otras cepas que presentan efecio estimulante son

TC y T6 a una concentracion de 10° esporas/ml.

Para evaluar la relacion filogenética entre estas dltimas cepas, se utilizaron los datos
del analisis de espaciadores de transcripcion interna (ITS, Infernal Transcribed Spacer)
elaborado con la herramienta TrichoOkey (gentileza Gabriel Pérez; Figura 7). Se
observo que TH, TF y T6 pertenecen a 7. harzianum, la cepa TC pertenece a T.
atroviride, la cepa T1a pertenece a T. neozelandiae, la cual es muy cercana a ia cepa
TP (7. citrinoviride).

Para los experimentos que se presentaran a continuacion, se considero solo a la cepa
TP y T7. La cepa TP debido a que no ha sido descrita anteriorménte como especie
bioestimulante y que presenta dichos efectos en 2 de las 3 concentraciones probadas
(10° y 107 esporas/ml; Figuras 4, 5 y 6). Mientras que la cepa T7, se escogid por que

no mostré efectos bioestimulanies en ningtin caso, por lo que se utilizé para comparar.
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Figura 7. Analisis de un grupo de 21 taxas de hongos basado en espaciadores de transcripcién interna
(ITS). El arbol topolégico se construy6 usando el algoritmo de Neighbour-Joining con 1000 iteraciones de
bootstrap.(*) — Los nodos se sustentan por valores de bootstrap de 99%. Cada color se asocié con una
especie utilizando TrichOKEY 2.0.

Obijetivo 3:

Los sobrenadantes de cultivos fungicos de las cepas TP y T7 crecidas en cultivo
liquido contiene compuestos inddlicos

Para identificar aquellas moléculas secretadas por el hongo que podrian estar
involucradas en la estimulacion de crecimiento de Arabidopsis, se analizé si las cepas
seleccionadas eran capaces de producir compuestos inddlicos con actividad tipo
auxina. Para ello se cultivaron ambas cepas en dos medios liquidos diferentes: Vogel
1x y MS 1x, con el objetivo de evaluar los efectos del medio en el que se crece el
hongo. Ambos medios fueron suplementados con L-triptéfano (Trp; 0, 100 y 200 mg/l),
un precursor natural de la via de sintesis de auxinas como Acido indol-3-acético (IAA) e

Acido indol-3-acetaldehido (IAAld). Luego de una semana de cultivo, se filtraron los
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cultivos (seccion 7) y como se menciona en la Introduccién (Andlisis de compuestos
inddlicos), se implementaron dos técnicas para analizar su composicidon indodlica.
Especificamente, parte de este filtrado se utilizé para evaluar cuantitativamente [a
muestra por espectrofotometro y otra parte se exirajo con compue:;tos organicos para
evaluar cualitativamente la muestra mediante cromatografia de capa fina (TLC). En
ambos andlisis, para visualizar los compuestos inddlicos, se utilizé una metodologia

colorimétrica basada en el reactivo de Salkowski {(seccion 7).

3.1.- Evaluacidn por espectrofotometria de compuestos indélicos

El objetivo de este experimento era evaluar Ia capacidad del hongo de producir y
secretar compuestos tipo auxinas en el medio MS1x, medio en el que se crecid las
plantas.

Se observé que existe un marcado aumento en estos compuestoé al suplementar el
medio de cultivo con Trp para ambas cepas. Tanto la cepa TP y T7 a la misma
concentracion de esporas inoculadas (10° esporas/l y sin Trp) producen en promedio
niveles similares de compuesto indélicos (6,3 y 6,7 Hg/ml, respectivamente).

Sin embargo, aparecen diferencias cuando se estimula la produccién potencial del
hongo al agregar Trp, donde TP suplementado produjo 19,7 pg/ml y T7 produjo solo
11,7 pg/ml.

Con el resultado anterior se determiné que, la capacidad del hongo Trichoderma para
producir compuestos indolicos en medio MS 1x varia cuando se suplemento el medio
con el inductor (Trp). Esto ultimo, nos entrega informacién del efecto simbiético
potencial en presencia de la planta que participaria como inductor de la produccion de

compuesto inddlicos. Finalmente y no menos importante es que los hongos son
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capaces de producir los compuestos y liberarlos al medio durante su crecimiento.
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3.2.- Evaluacion por TLC de compuestos indélicos

La metodologia anterior nos entrega informacién de la presencia de una serie de
compuestos inddlicos en el sobrenadante y sugiere en parte, que los efectos
observados en el objetivo 2 podrian estar asociados a estos compuestos tipos
indélicos. Por lo tanto, a continuacion se utilizé una técnica cualitativa, que permite
discriminar entre compuestos con mayor detalle que la técnica anterior, al colorear las
bandas de una cromatografia de TLC de acuerdo con las sustituciones que posee el
grupo indol. Ademas de permitir comparar la movilidad relativa de dichos compuestos
en relacién a un patrén.

Para implementar esta metodologia, primero se evalué el limite de deteccién mediante
sucesivas diluciones de IAA. Luego de resolver las muestras en placas de TLC

(seccion 7), fue posible visualizar IAA a concentraciones de 3 mg/ml y 50 ug /ml a luz
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blanca y como minimo a 25 ug/ml bajo luz UV (Figura 9), determinandose que el Mr

estandar de IAA es de 0,58, en este caso.

Figura 9. Determinacion del limite de
deteccion del compuesto acido
indole acético (IAA) en placas de
cromatografia de capa fina (TLC)
revelada con reactivo de Salkowski.
Las concentraciones de [|AA
utilizadas fueron: 1) 3 mg/ml, 2) 50
pg/mi, 3) 25 yg/mi, 4) 10 pyg/ml, 5) 5
pa/ml, 6) 0,5 pyg/ml, 7) 0,05 pg/ml, 8)
5 ng/ml, 9) 0,5 ng/ml. Flecha blanca
indica direccion de migracion del
solvente. Flechas negras indican
concentraciones visibles.

Una vez que se determiné el rango de deteccion y Mr estandar de IAA, se procedié a
analizar los sobrenadantes de los cultivos fungicos obtenidos.

A continuacion se evalud en placas de TLC, los filtrados analizados anteriormente pero
también se evalud si existian diferencias por efecto del medio en el que se crecia el
hongo. Para ello, se analizé mediante TLC los sobrenadantes obtenidos del medio
MS1X y del medio Vogel1x, un medio minimo utilizado para crecer hongos.

Primero, se analiza los cultivos propagados en medios sin Trp, donde los extracto de
los filtrados (filtrado extraido con acetato de etilo) de ambas cepas (TP y T7) no
presentaron manchas que corresponden a la Mr de IAA (Tabla 3). Aunque se observé
en el caso de TP que aparecen bandas visibles a la luz UV con mayor movilidad que el
estandar de IAA en el medio Vogel 1x, estas bandas no fueron visibles en el filtrado de
T7 (Tabla 3).

Luego, se procedié a analizar los sobrenadantes de los cultivos suplementados con
Trp. En las muestras provenientes de los cultivos fungicos liquidos en Vogel 1x con TP

aparecen bandas azules y con movilidad similares al estandar IAA, asi como también
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bandas rojizas-naranja con mayor movilidad que el estandar (Figura 10, carril 2 y 4).
Ademas, se evalud si parte de los compuestos quedaban en ia fase acuosa de la
extraccién; sin embargo, se descart6 esta posibilidad en las siguientes experiencias ya

que esta fase no retuve compuestos inddlicos (Figura 10, carriles 3 y 5).

Tabla 3. Valores de movilidad relativa de cada mancha observada en las placas de T1.C con muestras
provenientes del sobrenadante de cultivos de TP y T7 que no fueron suplementados con triptéfano

Mr
TP T7
MS Vogel MS Vogel
Extracto - - -
0,87
0,76
IAA puro 0.7 0,67 0,59 0,62

Puede observarse que para la cepa TP, existe una marcada diferencia en la
produccion de compuestos (Figura 10, carriles del 1 al 9). En el medio Vogel 1x con
Trp, los compuestos son menos variados pero en mayor concentracién (Figura 10,
carriles 2 y 4), mieniras que en el medio MS con Trp aparecen mas compuestos a
concentraciones detectables solo bajo luz UV y muy levemente a luz visible (Figura 10,
carriles 7y 9). ‘
Por otro lado, en el caso de T7 en el medio MS no se observaron bandas y solo
algunas en el medio Vogel 1x Trp (Figura 10, carril 19). En Tabla 4, se detalla la
movilidad relativa de las bandas observadas en las placas mostradas en Figura 10.

Dado que el reactivo de Vanurk colorea de igual forma al Trp y al IAA, es que se probé
cotrer ambos por separado. Se observo que IAA avanza entre 0,56 y 0,67 (Figura 10,
carril 11), mientras que Trp migra entre 0,47-0,5 (Figura 10, carril 10), demostrando

que ambos compuestos son distinguibles bajo las condiciones experimentales

empleadas. En los cultivos liquidos inoculados con la cepa TP, se observaron dos
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bandas distintivas para IAA y Trp. Primero en el medio Vogel 1x, la fitohormona IAA
pura posee un Mr de 0.56 que corresponderia a la banda que aparece como 0,58
(Figura 10, carril 2) y 0,59 (Figura 10, carril 4), mientras que en la misma placa, el Trp

posee un valor de Mr cercano a 0.4.

TP en medio Vogel TP en medio MS T7 en medio MS T7 en medio Vogel
. - y ‘s -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 10. Separacion por TLC de muestras provenientes de sobrenadante de cultivos fungicos
suplementados con 100 mg/L (100 Trp) y 200 mg/L (200 Trp) de triptéfano para las cepas TP y T7.

1) IAA 3 mg/ml., 2) Extracto de filtrado de cultivo TP en medio Vogel1x-100 Trp, 3) Extracto acuoso de
cultivo TP en medio Vogel1x-100 Trp, 4) Extracto de filtrado de cultivo TP en medio Vogel1x-200 Trp, 5)
Extracto acuoso de cultivo TP en medio Vogel1x-200 Trp, 6) Filtrado de cultivo TP en medio MS-100Trp,
7) Extracto de filtrado de cultivo TP en medio MS-100 Trp, 8) Filtrado de cultivo TP en medio MS-200Trp,
9) Extracto de filtrado de cultivo TP en medio MS-200 Trp, 10) Triptéfano 200 mg/L, 11) IAA 50 pg/ml, 12)
Filtrado de cultivo T7 en medio MS-100Trp, 13) Extracto de filtrado de cultivo T7 en medio MS-100 Trp,
14) Filtrado de cultivo T7 en medio MS-200Trp, 15) Extracto de filtrado de cultivo T7 en medio MS-200
Trp, 16) IAA 3 mg/ml, 17) IAA 50 pg/ml, 18) Extracto acuoso de cultivo T7 en medio Vogel1x-200 Trp, 19)
Extracto de filtrado de cultivo T7 en medio Vogel1x-100 Trp

Lo mismo ocurre en el medio MS; IAA puro tiene un valor de Mr de 0,67 que se asocia
a la banda encontrada en los cultivos suplementados (Mr de 0,71), mientras que Trp
avanza hasta los 0,5 (Figura 10, carril 10), asociandose con las bandas que poseen
valor de 0,54. El cultivo inoculado con la cepa T7 cultivado en Vogel 1x produjo
compuestos indolicos en muy baja concentracion. El estandar IAA avanzé hasta un
valor de Mr de 0,62 que podria asociarse con las bandas observadas con valor Mr de

0,6 (Figura 10, carril 19).
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Tabla 4. Valores de movilidad relativa de las bandas tras separar por TLC muestras provenientes de
sobrenadante de cultivos fiingicos suplementados con triptéfano (100 y 200 mg/L) para las cepas TP y T7.

Mr
TP T7
MS Vogel MS Vogel
100 200 100 200 100 200 100 200
mg/L mg/L mgflL mg/L mg/L mg/L mg/L mgfl.
0.9 0.9 ,
0”;798 285 0.82 0.78 0.83
Extracto : ' 0.75 0.59 - - 0.75 0.72
0.71 0.71 0.58 0.4 0.6
0.46 0.52 : ) '
0.4
1AA puro 0,67 0,56 0,62 0,62

Se propone que la diferencia en la produccion de compuestos indélicos tipo auxinas
observados en los diferentes medios puede deberse a que el medio Vogel 1X,
cotidianamente utilizado para el crecimiento de hongos, posee la vitamina biotina, un
factor de crecimiento esencial para algunos hongos que estd ausente en el medio

MS1X.

3.3.- Evaluacion in vivo de compuestos inddlicos

Dado que el analisis anterior demuestra la presencia de IAA y otros compuestos tipo
indol en los sobrenadantes de los cultivos fungicos, especialmente en la cepa que
promovio el crecimiento de Arabidopsis en mayor grado (TP), es que se disefid un
experimento para evaluar si estos compuestos secretados eran capaces de alterar el
desarrollo y crecimiento de plantulas, sin la presencia del hongo. Para ello, primero se
inoculd de forma exdgena sobre las raices de las plantulas, diferentes diluciones de
IAA comercial diluido en medio Vogel 1x como control positivo (Figura 11). Se hizo en
medio Vogel 1x basandonos en los resultados del punto 3.2, donde_ se observo que la
cepa TP era capaz de producir IAA en mayor proporcién que en MS al compararlo con
el patron en dicho medio (Figura 10). Los tratamientos muestran el efecto dosis

dependiente de la fitohormona IAA. A la concentracion de 5 ng/ml (30 nM), se obtuvo la
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mayor estimulacién en el crecimiento de raices laterales y peso fresco de la planta.
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Se observé ademas, que a medida que aumenta la concentraciéon de |IAA, aparecia una
fuerte inhibicibn en el crecimiento de la raiz principal y raices laterales, asi como
también del peso fresco total. A continuacion se muestran las fotografias que

demuestran el comportamiento descrito anteriormente (Figura 12).
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Figura 12. Fotografia de A. thaliana en placa crecida con alicuotas de diferentes concentraciones de IAA.
En cada fotografia se detalla la concentracion de IAA disuelta en medio Vogel 1x utilizada. Barra blanca
corresponde a 1 cm. La linea negra superior muestra el largo de las raices al momento de agregar la
alicuota (4 d) y la linea negra inferior muestra el lugar donde se agregd IAA (a 2,5 cm de la linea

superior). Las placas fueron fotografiadas luego de 6 d en presencia de 1AA.

Una vez que conociamos los efectos de agregar IAA exdgeno sobre las plantulas
(Figura 11), sumado a que los cultivos del hongo en medio Vogel 1x eran capaces de
estimular en mayor medida la produccion potencial de compuestos indélicos tipo I1AA
(Figura 10, carril 2 y 4), es que se propuso inocular directamente sobre las plantulas los
sobrenadantes filtrados que habian sido cultivados en medio Vogel 1x con esporas de
la cepa TP (10° esporas/l). Se inocularon los filtrados a 2,5 cm de la raiz al dia 4 de
post-siembra (seccion 5.3).

En Figuras 13 y 14, se muestra la evaluacion de las plantulas tras 6 dias de interaccién
con el control con Vogel 1x, un segundo control con la concentracién a la cual IAA

mostré ser estimulante (5 ng/mi; Figura 11) y los filtrados.
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En las fotografias y el grafico es posible observar directamente que el filtrado
suplementado con 200 mg/l tiene un efecto inhibitorio en el largo de las raices
principales (Figura 13 y 14 A). Este fenotipo es muy similar al observado en la Figura
12 a altas concentraciones de IAA comercial. En cuanto a las raices laterales, las
plantulas tratadas con IAA 5 ng/ml presentaron mayor estimulacion, mientras que los
filtrados sin y con Trp no presentaron valores significativamente mayores que el control
(Vogel 1x; Figura 13 y 14B). El peso fresco presento un mayor peso en el filtrado no
inducido, mientras que los demas ftratamientos no presentaron diferencias
significativas, pero es posible ver en los promedios una tendencia estimulante
provocada por los filtrados (Figura 14C).

Luego, se analizd la relacion entre la raiz principal y las raices laterales, observandose
que las plantulas tratadas con IAA 5 ng/ml, filtrados inducido con 0 y 200 mg/ml
presentaban un aumento significativo de la densidad de raices comparado con el
control.

Aunque este resultado preliminar requiere repeticion considerando un mayor niimero
de muestras, se demuestra que este disefio experimental es un sistema util para
entregar informacion relevante sobre las capacidades de cepas de Trichoderma de

provocar efectos en el crecimiento de la planta.

Sobrenadante Sobrenadante
100 mail trp | 200mgite

Figura 13. Fotografias de plantulas de A. thaliana en placa crecidas con filtrados flngicos. Los filtrados
fungicos fueron cultivados en medio Vogel 1x con 0,5% de sacarosa con una concentracién final de
esporas de la cepa TP de 10°/. Los cultivos fueron suplementados con 0 mg/, 100 mg/l y 200 mg/l de Trp,
Se agreg6 un control de hormona IAA (5 ng/ml) diluida en medio Vogel1x. Se considerd 10 plantas por
tratamiento. En la parte superior de cada placa se detalla el filtrado o control agregado a cada seccién.
Barras blancas corresponden a 1 cm.
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Figura 14. Efectos de los sobrenadantes filtrados provenientes de los cultivos fungicos liquidos sobre el
crecimiento de Arabidopsis. Los cultivos liquidos utilizados corresponden a medio Vogel 1x con 0,5% de

sacarosa inoculado con una concentracién final de esporas de 10° esporas/l de la cepa TP,
suplementados con 0 mg/l, 100 mg/l y 200 mg/l de Trp, Se agregé un control de hormona IAA (5 nglml)
diluida en medio Vogel 1x. Se muestra en el promedio y desviacion estandar de: A) Largo de la raiz
principal, B) Nimero de raices laterales, C) Peso himedos y D) Densidad de raices de las 10 plantulas
analizadas para cada tratamiento. Se considera *(P<0,05), ** (P< 0,01) y *** (P<0,001) como indicadores
de significancia, mientras que la ausencia de asterisco indica que no existe diferencia significativa con

Objetivo 4:

Anilisis por qRT-PCR de los cambios en la expresion génica de Attir1, Atpla2

yAtcycB1;1 en raices de Arabidopsis thaliana interactuando con Trichoderma.

La interaccion entre los simbiontes A. thaliana y Trichoderma promueve la expresién de
una serie de genes vinculados con diferentes procesos en ambos componentes
(Druzhinina. |. y col., 2011). En este caso se propuso hacer estudios que permitan

dilucidar en parte los efectos de esta interaccion evaluando los cambios en la
42




expresion de tres genes presentes en A. thaliana al estar en presencia de distintas
cepas, y diferentes concentraciones de Trichoderma. Uno de ellos esta asociado a la
via de recepcion y sefializacién de las auxinas y respuesta a estrés como Attir1, otro
ligado al proceso de division celular como AtcycB7;1 y finalmente un gen reconocido
por su participacion en el proceso de crecimiento de raices laterales, Atpla2 (Ver
Introduccion, seccion: Las auxinas y la seleccidn de marcadores en plantas).

Primero, se disefiaron los partidores de qRT-PCR para amplificar un fragmento de
cada gen. Luego, para probar los partidores, se realizd un PCR utilizando ¢cDNA de
Arabidopsis como templado. Al secuenciar los tres productos de PCR, y alinear las

secuencias con las depositadas en TAIR (http:/lwww.arabidopsis.6rql), se comprobo

que los tres amplicones corresponden efectivamente a los genes blanco (Anexo1-
Imagen suplementaria 1).

Segundo, utilizando RNA extraidos de raices de A. thaliana que han estado en
presencia (0 no) de las cepas TP o T7, se llevo a cabo la retro-transcripcion y luego el
andlisis de expresién relativa de los genes escogidos como marcadores de la
interaccion de Trichoderma con las plantulas, mediante qRT-PCR (Figura 15). Para
este analisis se evaluaron 3 normalizadores probados por Czechowski y col. (2005)
para la validacion de gPCR: UBI10, PP2A y At4g26410. Medjante el programa
NormFinder (complemento de Excel), se identificé entre los candidatos al gen UBI10

como el normalizador éptimo para este experimento.
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En cuanto a la expresion relativa del gen asociado a la recepciéon de auxina y
respuesta a estrés Attir1, se observo que la expresion es significativamente mayor (*, P
< 0.05) en los tratamiento en los que se inoculé una mayor concentracion de esporas
de la cepa TP (10° esporas/ml), efecto que no se observé en los tratamientos cuyo
inéculo contenia una menor concentracién de la misma cepa (10° esporas/ml), ni

tampoco cuando se inoculé 10° esporas/ml de la cepa T7. Si consideramos los valores
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promedios del tratamiento control (Agua destilada) y TP106 en proporcidn, se obtiene
que la expresion de Attir! en este Gltimo aumenta un 131% sobre el control, pero con
una desviacion estandar considerable. Dado que la proteina Attir1 es reconocido por su
participacion en la recepcidn de auxinas en las raices, sumado al leve aumento en el
nivel de expresion de sus transcritos observados en presencia del hongo, es que se
propone que no es necesario un cambio dramatico en su expresion para que las
plantulas perciban los estimulos del hongo asociados a auxina. Por lo tanto, la planta
estaria percibiendo levemente mas las auxinas con respecto al control lo gue se podria
traducir en un aumento en la expresion de genes rio debajo de Attirt,

Se evalué también la expresion relativa en raices de Afpla2, reconocido por su
participacion en el proceso de crecimiento de raices laterales. Se observd que los
tratamientos TP105 y T7106 presentan una expresion relativa similar al control sin
diferencias significativas. Sin embargo, el tratamiento en el que se inoculd TP 1086, la
expresion relativa del gen aumenté significativamente (**, P<0,d1) alcanzando un
aumento del 98% sobre el control. Los resultados de expresion relativa de este gen se
corresponden con lo observado en la Figura 4, donde se observa que el nimero de
raices laterales de los tratamientos TP105 y el control tienen valores muy similares,
mientras que T7108 presente menos raices laterales, a la vez que el tratamiento
TP106 presenta un nimero mayor de raices laterales.

Muy distinto es el comportamiento observado para el tercer gen estudiado, AfcycB7;1,
que se utilizé como marcador de division celular, presuponiendo que un mayor nimero
de raices implicaria aumentar la expresion de la maquinaria asociada a ciclo celular.
En este caso, se observd que el tratamiento con T7106 presente una expresion relativa

significativamente mayor que el control aproximadamente de un 130%, mientras que
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los tratamientos con la cepa bioestimulante, TP no presentan diferencias significativas
con respecto al control,

En su conjunto, estos datos demuestran claramente que existen variaciones cepa-
especificas en el transcriptoma de plantulas de A. thaliana cuando interactlia con

Trichoderma.
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DISCUSION

Cualidades de la diversidad microbiolégica nacional

La diversidad microbiolégica presente en Chile posee caracteristicas Unicas
determinadas por la amplia heterogeneidad geografica y climatica de nuestro pais.
Dicha diversidad nos permite encontrar en la microbiota nativa cualidades exclusivas
que nos entregan ventajas comparativas con respecto a otros paises. Poder determinar
los beneficios asociados a las diferentes especies del suelo podria permitirnos generar
nuevas formas de agricultura sustentables y sanas para la tierra, asi como también
para las personas que hacen uso de esta misma.
En este seminario de titulo se analizaron algunos beneficios asociados a la microbicta
nativa ligada al reino de los hongos, con el fin de poder rescatarla. Especificamente, se
evalué el género Trichoderma, y de las cepas flungicas analizadas fue posible
determinar que algunas poseen caracteristicas similares a las descritas en Ia literatura,

como por ejemplo efectos bicestimulantes (Contreras-Cornejo. H. A. y col., 2009).

Obtencion de cultivos puros de esporas Trichoderma

En el proceso de aislamiento y obtencién de las cepas del hongo Trichoderma
utilizadas en este trabajo, se determind que es posible aislar cepas puras a través de
sucesivas diluciones y aislamiento hasta obtener cultivos monoespdricos y que estos
Gltimos pueden cultivarse hasta obtener una alta concentracion de esporas, sin

contaminantes (Figura 1).

Cualidades simbidticas entre A. thaliana y Trichoderma
Posteriormente, se analizaron los efectos simbidticos de Trichoderrma con un

organismo perteneciente al reino plantae. Para ello, se evaluaron los cambios

47




fenotipicos generados en plantulas de A. thaliana que habian estado en contacto
durante su crecimiento con cepas de Trichoderma. Para algungs cepas, existian
variaciones en el crecimiento vegetal asociadas a un efecto bioestimulante positivo
como un mayor numero de raices laterales, donde estos efectos positivos no eran
propios de una especie en particular, sino que era un comportamiento presente en
diferentes cepas pertenecientes a diferentes especies como 7. harzianum (TH, TF y
T6), T. citrinoviride (TP), T. neozelandeae (T1a) y T. atroviride (TC). De ellas, las cepas
TP (a 10° y 107 esporas/ml) y TH (a 10° y 107 esporas/ml) promovieron la aparicién de
un mayor numero de raices [aterales, sobre todo al inocularlos en la menor
concentracion (Figura 4). La cepa T1a presentd un comportamiento muy similar a TP,
mientras que TF mostrd un comportamiento similar a TH. Interesantemente, estos
pares nombrados presentan cercania en el arbol filogenético (Figura 7). lLas otras
cepas que presentaron efectos estimulantes fueron TC (7. afroviride) y T6 (T.
harzianum) a una concentracién de 10° esporas/ml. Se postula que, la estimulacién de!
crecimiento a concentraciones menores de esporas de ciertas cepas podria estar
vinculado a la concentracion de compuestos inddlicos secretados por los hongos, un
efecto que fue analizado directamente en este seminario de titulo (ver mas adelante
seccion: Compuestos secretados al medio por el hongo). Pero no se descarta la
regulacion de otras vias de sintesis o degradacion de fitohormonas como etileno,
citoquinina, entre otros. '

Al comparar el comportamiento estimulante de las cepas TP (10° esporas/ml- T.
citrinoviride) y TH (10° esporaélm[ — T. atroviride) con lo descrito en la literatura, en
estas se observé que el nimero promedio por planta de raices laterales era 18 y 16,8

respectivamente, comparado con el control que presenté 11.4 raices laterales
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promedio (Figura 4). Por otro lado, en condiciones muy similares el grupo Contreras-
Cornejo H. A. y cols (2009), publicd que la cepa utilizada perteneciente a la especie T.
atroviride estimulaba en promedio 11 raices laterales por planta, en relacién a un
control de 2 raices laterales por planta. En el experimento desarrollado en este
seminario, las plantas control poseen en promedio mayor nlmero de raices laterales
que las descritas en la literatura. Sin embargo, es posible observar un efecto
estimulante y ias raices emergidas en promedio se observan de mayor longitud que las
raices presentes en el control (datos no mostrados). Esto dltimo se corresponde en
parte con lo propuesto por el trabajo de Contreras-Comnejo H. A. y cols (2009), quienes
sugieren que Trichoderma promueve la ramificacion de las raices en A. thaliana
induciendo el crecimiento de raices laterales, mas que inducir la formacién de novo de

primordios.

No todas las cepas nativas estudiadas fueron bicestimulantes. De hecho, un
comportamiento completamente opuesto se obtuvo para las cepas T9 (7. afroviride) y
T7 (7. harzianum), en las que se observaron determinados efectos fenotipicos
negativos en el crecimiento de A. thaliana como una menos densidad de raices y peso
humedo (Figura 5 y 6). Una conducta singular se observé en las cepas T7 y TS ya que
al agregar una concentracién menor de hongo, el efecto negativo en la estimulacién se
intensificaba. Posiblemente los efectos negativos observados se deban a que no se
probo la concentracion requerida para observar efectos beneficiosos. Otra explicacién,
sugiere que dichas cepas no poseen efectos estimulantes sino que como se ha

descrito anteriormente, éstas funcionan como biocontroladores (datos no publicados -
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Pasantia Universidad Técnica de Viena de Gabriel Pérez) alterando la homeostasis

hormonal de la planta en desmedro del crecimiento (Bolton. M. D., 2009).

Pudo observarse también que las plantas, al ser inoculadas independientemente con
las cepas de 7. harzianum T2 y T10a, a altas concentraciones, mostraron un fenotipo
con baja estimulacion de raices laterales, pero cuando se redujo la concentracién de
esporas el efecto estimulante aumentd hasta igualarse al control. Posiblemente, estas
cepas no tengan efectos estimulantes aunque no se descarta otros efectos comunes

del género.

Los efectos observados en las plantulas concuerdan con estudios anteriores, que han
revelado que cepas de T. harzianum inducen el crecimiento de plantas asociadas a la
horticultura como tomate, rabano, pimenton, entre otros (Baker. R. y col., 1984; Chang.
Y. y col., 1986). Asi como también, se ha descrito que cuando se inocula plantulas de
A. thaliana con cepas de T. afroviride, eéstas presentan un fenotipo caracteristico de
tratamientos con auxinas que incluyen un aumento de la biomasa y estimulacién de
raices laterales (Contreras-Cornejo. H. A. y col.,, 2009). Sin embargo, nada se ha
descrito con respecto a los efectos de cepas de las especies T. citrinoviride (TP) o T.
neozelandeae (T1a) en el desarrollo de plantas, y por esta razén se enfocaron los
estudios en este seminario en caracterizar quimica y molecularmente la interaccion
entre una de ellas, TP, y A. thaliana. La cepa TP presentd efectos estimulantes en 2 de
las 3 concentraciones probadas (10° y 107 esporas/ml; Figuras 4, 5y 6), y se escogid la

cepa T7 que no mostro efectos bioestimulantes en ninguin caso.

50




Compuestos secretados al medio por el hongo

En aquellos casos en que se observaron efectos estimulantes, se propone que podria
relacionarse fuertemente con la produccién de ciertos compuestos tipo auxinas como
los identificados en T. atroviride, T. virens {(Contreras-Cornejo. H. A. y col., 2009; Salas-
Marina, M. A. y col., 2011) y T. harzianum (Vinale, F. y col., 2008), en las que se ha
observado que los compuestos producidos por dichas especies son capaces de
estimular el crecimiento de las plantas y el desarrollo de la raiz. Diferentes cepas
podrian poseer diferentes tasas de crecimiento o ser capaces de producir en un nivel
basal o potencial, diferentes cantidades de auxinas. Para demostrar si las cepas
escogidas poseijan un efecto estimulante que pudiera asociarse a la produccién de
auxinas, se las cultivé en medios liquidos y se evalud la producciéon de dichos
compuestos en presencia y en ausencia de un inductor de la via de su sintesis, Trp.
Inicialmente, se evalué la presencia de compuestos indélicos mediante un método
cuantitativo utilizando espectrofotometro. En los cultivos liquidos con las cepas
escogidas, pudo observarse que la produccién de compuestos inddlicos tipo auxinas
era dependiente de la especie inoculada (Figura 8). Especificamente, se analizd la
presencia de IAA segun lo describe la literatura (Glickmann. E. y Dessaux. Y., 1995)
para espectrofotometria. Para ello se compardé con una curva estandar,
determinandose la produccién de ambas cepas en medio MS 1x. En el cultivo de Ia
cepa TP con un indculo inicial de 10° esporas/l, estimulado con 200 mg/l de Trp, triplicé
la preduccion basal de IAA. No ocurrié lo mismo para la cepa T7 de 7. harzianum con
igual indeulo inicial, donde al estimular con Trp solo duplicé la produccion basal de esta

fitohormona.
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En el trabajo realizado por el grupo de Salas-Marina 'y col. (2011) se detectd una cepa
con efectos bioestimulantes, ésta se inoculd (10° esporas) en medio liquido Ms1x con y
sin Trp, obteniendose tras filtrar una produccién de compuestos indélicos cercana a
11,9 pg/ml en cuitivos filtrados de T. atroviride sin suplemento. Por otro lado, en
aquellos cuitivos suplementados con Trp, aumentd considerablemente la produccion de
este tipo de compuesto alcanzando los 23 pg/ml. Aunque en este seminario se agregé
menor cantidad de esporas en el indculo inicial, 10° esporas (10° esporas/L) y una
cepa perteneciente a otra especie: T. citrinoviride, la produccion basal fue de 6,3 pg/ml
respectivamente, mientras que al inocular con Trp [a produccién de los compuestos
alcanzo 19,7 pg/ml. Es asi que con un inoculo inicial menor, se detectaron niveles
similares de produccion de compuestos inddlicos. Aunque debe considerarse que
pueden existir diferencias en el protocolo de ambos frabajos, se observa que el
comportamiento de [as cepas del género es potenciado al suplementar los medios, y la
produccién de los compuestos aumenta para los casos en que se utilizd cepas
estimulantes.

Con el resultado anterior se determiné que la capacidad del hongo Trichoderma para
producir compuestos inddlicos en medio MS 1x varia cuando se suplemento el medio
con el inductor (Trp). Peroc mas interesante aun, es que nos enirega informacion del
efecto simbidtico potencial en presencia de la planta, donde estas Ultimas participarian
como inductores de la produccién de compuesto inddlicos. Finalmente y no menos
importante es que los hongos son capaces de producir los compuestos v liberarlos al
medio durante su crecimiento

Para evaluar el comportamiento de estos cultivos, se probd una metodologia cualitativa

utilizando placas de cromatografia a las que se les aplicé un revelador tipo Saikc;wski,
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que permite confirmar la presencia de determinados compuestos indélicos, como por
ejemplo: revela IAA como una mancha azul y otros compuestos inddlicos con
diferentes tonalidades que van desde el azul al rojo (Ehmann. A., 1977).

En los cultivos de TP en medio Vogel 1x, la intensidad de dicha banda era dependiente
de la cantidad de inductor agregada al medio de cultivo (Figura 9, carril 2 y 4), pero
este mismo efecto no se observé en el caso de la cepa T7 (Figura 9, carril 17 y 18). En
el caso de los cultivos liquidos en medio MS 1x, se observd que la cepa T7 no era
capaz de producir compuestos visibles por esta técnica. Sin embargo, se observé un
numero mayor de manchas en el caso de la cepa TP en medio MS 1x, por lo que se
propone que podria ser capaz de producir un nimero mayor de compuestos diferentes
(visibles bajo luz UV) de los cuales algunos reaccionan con el reactivo de Salkowski,
pero ofros no reaccionan. Posiblemente se deba a que no corresponden a compuestos
inddlicos o en el caso de serlo estan en una concentracion minima. De lo anterior, se
concluye que [a produccién y concentracién de compuestos inddlicos es dependiente
del medio de cultivo utilizado para crecer el hongo, MS 1x o Vogel 1x, siendo mayor
este tipo de compuesto en el dltimo como se observa en las placas.

Dado que ambas formas de determinacion permiten identificar compuestos indélicos,
se considera que es posible observar falsos positivos, porque el reactivo Salkowski
reconoce una gran variedad de compuestos inddlicos que podrian superponerse, pero

es una técnica funcional facil de realizar en el laboratorio y que puede resclverse

mediante GC-MS.




De las placas es posible inferir que la concentracién de compuestos inddlicos como
IAA en cultivos liquidos en medio Vogel 1x, deberia ser mayor que la encontrada en los
cultivos liquidos en medio MS 1x.

Por lo que a continuacion se evalué el fenotipo de las raices de las plantulas
incculadas de forma exdgena con diferentes diluciones de IAA comercial diluido en
medio Vogel 1x, como "curva de calibracion" para las pruebas de filtrados. En los
tratamientos, se observé un efecto dosis dependiente de la fitohormona IAA (Figura 11
y 12). A la concentracion de 5 ng/ml (30 nM), se obtuvo la mayor estimulacién en el
crecimiento de raices y peso fresco de la planta. A medida que aumentd la
concentracion de fitohormona pudo observarse una fuerte inhibicién en el crecimiento a
nivel de raiz principal y raices laterales, asi como también del pesc fresco total
{Contreras-Cornejo. H. A. y col., 2009).

Considerando los datos anteriores, se busco determinar preliminarmente, si los
filtrados (sin concentrar) de cultivos liquidos de la cepa TP en medio Vogel 1x eran
capaces de provocar cambios en el crecimiento de plantulas de A. thaliana. Una vez
que conociamos los efectos de agregar IAA exdgeno sobre las plantulas (Figura 11) y
que los cultivos del hongo en medio Vogel 1x eran capaces de estimular en mayor
medida la produccién potencial de compuestos inddlicos tipo IAA (Figura 9), es que se
evalué la inoculacién directa de los sobrenadantes filtrados que habian sido cultivados
en medio Vogel 1x con esporas de la cepa TP (10° esporas/l) sobre las plantulas
(Figura 13). Se observo que el filtrado suplementado con 200 mg Trp/l tuvo un efecto
inhibitorio en el largo de las raices principales y se produjo un fenotipo muy similar al
observado en la Figura 12 a altas concentraciones de IAA. En c'uanto a las raices

laterales, las plantulas tratadas con IAA puro presentaron mayor estimulacion (Figura
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14B), mientras que los filtrados sin y con Trp ne presentaron diferencias significativos
en relacion al numero de raices laterales (Figura 14B), pero inieresantemente se
observa que los tratamientos con 5 ng/ml de IAA y los tratamientos con los
sobrenadantes inducidos con 0 y 200 mg/l de trp presenta una mayor densidad de
raices laterales (Figura 14D). Por otro lado, el peso fresco no presentd diferencias
significativas, en gran parte de los tratamientos, pero es posible ver una tendencia
estimulante provocada por los filtrados y un efecto significativo para el tratamiento
inducido con 0 mg/l de trp (Figura 14C).

Este resultado es preliminar y requiere de repeticion, sin embargo, se demuestra que
este disefio experimental es un sistema Util para entregar informacién relevante sobre
las capacidades de cepas de Trichoderma de provocar efectos en el crecimiento de la
planta. Posiblemente el efecto estimulante del sobrenadante de los cultivos de la cepa
TP se ve atenuado, si lo comparamos con los efectos inducidos por el hongo mismo,
dado que en presencia de ambos organismos simbiontes, existe una regulacion fina de
la expresion de los genes vinculados en dichos efectos. Ademas los cultivos no solo
contienen medio y compuestos indélicos sino que también pueden contener otros
compuestos que pueden interferir en el efecto final. Un ejemplo de ello es [a presencia
de ACC deaminasa que se ha descrito como un metabolito secretado por Trichoderma,
este provoca un efecto completamente opuesto a la sefializacién por auxina (Hermosa.
R.y col., 2012). Alternativamente, el efecto puede ser debido a la presencia de Trp,
considerando la presencia de una cantidad de Trp minima (Como puede observarse en
las placas de TLC). Se ha descrito que 10 mg/l (50uM) es una cantidad suficiente para
duplicar la cantidad de raices laterales de plantas de A. thaliana en medio MS1X

(Honda. H. y col., 2011). Se ha demostrado que al agregar 1AA exégeno directamente
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en suelos con plantas de trigo, este es asimilado y conjugado en planta. Pero al
agregar el precursor Trp este produce un efecto mucho menor al que significa agregar
IAA exdgeno. La respuesta positiva al agregar Trp se debe a Ia presencia de
microorganismos que transforman el Trp en auxinas disponibles (Martens. D. y
Frankenberger. W., 1994). Considerando lo anterior, se evalud el efecio de 10, 100 y
200 mg/L de Trp directamente sobre las plantas para descartar efectos relacionados
con la estimulacion de trp. De dicha experiencia, se observé que ei.crecimiento de las
plantulas tratadas o no con trp no tienen diferencias significativos comparados con el

control {datos no mostrados).

Ademas, seria importante repetir este experimento con la cepa no estimulante T7, para
analizar si la carencia relativa de compuestos indélicos en el medio de cultivo (Figura

9) se traduce en efectos reducidos al aplicar dicho medio a plantulas de A. thaliana.

Genes involucrados en {a interaccién simbionte

Finalmente, se evalud a nivel molecular determinados efectos de la interaccién de
Trichoderma con plantulas de A. thaliana, maonitoreando los cambios en la expresién
relativa de tres genes marcadores. Teniendo especial cuidado en amplificar solo los
genes de A. thaliana y no los del hongo, se secuenciaron todos los productos de PCR y
se corrobord que concordaban con la informacién presente en las bases de datos:
TAIR y Blast de NCBI.

El producto de uno de los genes escogidos Atfir! pertenece a un pequefio grupo de
receptores de auxina que contiene una caja F (AFB - Auxin Signgling F-box) y que

funciona como un componente proteico del complejo ubiquitin ligasa Skp1-Cullin1-F-
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box (SCF). AtTIR1 regula la sefializacién por auxina mediante la protedlisis de los
represores auxina/acido indole-3-acetico (Aux/IAA) que permite liberar la actividad de
los factores de respuesta a auxina (ARFs)(Chen. Z. y col., 2011) Con este gen, se
evalud si las plantas poseian iguales niveles de percepcién de auxinas, pues se ha
demostrado que Trichoderma es capaz de desencadenar respuestas dependientes de
SA en ausencia de patdgenos (Hermosa. R. y col, 2012). Este Ultimo influye
directamente en la expresion de Attir1, ya que el SA inhibe la biosintesis de 1AA en
plantas e independientemente de la expresién de miR393, reprime la expresion de
Altirt (Kazan. K. y Manners. J., 2009), Los resultados obtenidos descartan que
respuestas dependientes de SA estén afectando la percepcion de auxinas en las
raices, ya que no se observé inhibicién de la expresion al compararlo con el control
(Figura 15). Se determind ademas, que el tratamiento en el que sé habia observado
efecto estimulante (TP106; Figura 4 y 5) presentaba un aumento significativo en
expresion con respecto al tratamiento sin hongo (control; Figura 15). Posiblemente, un
cambio leve de expresion haga una diferencia visible en plantulas en crecimiento, pero
seria interesante evaluar la expresion transcripcional de genes inmediatamente rio
abajo de este receptor que responden répidamente a auxina, para poder comparar este
leve aumento con un efecto real en la via de sefializacion por auxinas. Los genes
candidatos para ello son; LATERAL ORGAN BOUNDARIES-
DOMAIN16/ASYMMETRIC LEAVES2-LIKE18 (LBD16/ASL18) y/o. LBD29/ASL16 en
raices ya que ambos son regulados transcripcionalmente por dos factores de respuesta
a auxina (ARF): ARF7 y ARF19. Estos Cltimos funcionan como activadores
transcripcionales de respuesta temprana a auxina en la formacion de raices laterales

(Okushima. Y. y col., 2007; Kieffer. M. y col., 2010).
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Una explicacion posible a las pequenas diferencias observadas en la expresion de
Attir! en los diferentes tratamientos es la presencia de miRNA. Se ha descrito que
existe una familia conservada en diferentes plantas denominada miR393 que en A.
thaliana esta codificada por dos loci, MIR393a y MIR393b (Chen. Z. y col,, 2011). Se
han identificado y validado que 4 genes receptores de auxina como Attfir!, AFB1, AFB2
y AFB3 son blancos de miR393. Este tltimo produce dos miR393 maduros idénticos,
pero la activacion de uno u otfro locus es especifica. Por un lado, ia presencia de
patégenos induce la activacion de la transcripcion del locus MIR393a mientras que
cuando la planta es tratada co:’ﬁL IAA, se activa la transcripcion de MIR393b (Chen. Z. y
col., 2011). En una publicacién anterior, se evalué el efecto en la acumulacion de
miR393 y los niveles de Atfir! en plantulas de A. thafiana frente a tratamientos de IAA
exogena. Se determiné por gRT-PCR que no existian cambios significativos en los
transcritos de Aftir! después de un tratamiento con una alta concentracion de auxinas
(10 pM). Pero a continuacién cuantificaron los transcritos de GUS que estaban bajo el
promotor de Attir1, en los que se encontré que aquellos tratamientos con auxina
poseian mayores niveles de actividad de sus promotores, lo que indica que
tratamientos con IAA exdgena aumenta la transcripcion de Attirf en raices por lo que
proponen que miR393 estaria contribuyendo a la homeostasis de mMRNA en respuestas
a altas concentraciones de IAA (Chen. Z. y cal., 2011). Considerando la informacion
anterior, se propone que la cepa TP es capaz de producir mayores niveles de
compuestos inddlicos, estimulando la transcripcion de Attir! a un nivel mayor que [os
otros tratamientos. Esto se refleja en una mayor expresién relativa a nivel molecular

mientras que a nivel fenotfpico se presenta como un efecto estimulante, pero dada la




presencia de estos reguladores negativos, los niveles de expresion relativa se

mantienen cercanos a los obtenidos con los demas tratamientos.

Se ha descrito que las células del periciclo se expanden y dividen‘dando forma a las
raices laterales cuando son tratadas con auxina (De Smet. I., Tetsumura.T., y col.,
2007). Es por ello que se evalué Ia expresion de Afpfa2, un gen relacionado con el
comportamiento anterior. Este Gltimo ha sido definido como un marcador de aparicion
de raices laterales, ya que codifica para una enzima modificadora de pared celular y se
ha propuesto que participaria en el rompimiento de la lamela media rica en pectina
(Laskowski. M. y col., 2006). En los resultados obtenidos por qRT-PCR, se observé
que la expresién del gen en cada tratamiento concordaba fuertemente con los
resultados obtenidos al analizar el fenotipo (Figura 15 y 4). Los tratamientos TP105 y
T7106 presentan una expresion relativa similar al control sin diferencias significativas
(Figura 15), mientras que en el tratamiento en el que se inoculo TP106, la expresion
relativa del gen en raices es significativo alcanzando un aumento del 98% sobre el
control. . Estos resultados nos indicarian que aquelias plantas tratadas con TP106
poseen mayor expresion de este gen que participa en el proceso de crecimiento de
raices laterales, lo que podria explicar los efectos observados en el fenotipo (Figura 4 y
5). Este resultado se corresponde con lo observado por gRT-PCR por Laskowski
(2006), donde Atpla2 aumenta su expresion debido a la presencia de 1AA. Por ello, es
posible relacionar el efecto observado con la via de sefializacion de las auxinas, ya que
plantulas de la mutante sofitary root (slr-1) que posee ganancia de funcién de factor
AUX/IAA14 en presencia de auxinas, son defectuosas en la formacion de raices

laterales y poseen una drastica reduccién en la induccion de Alpla2. Por lo anterior, se
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propone que Afp/a2 esta rio abajo de la accién de AUX/IAA14, mientras que este Gltimo
es degradado por la accion de AtTIR1 al percibir auxinas (Fukaki. H. y col., 2002). Con
dicha informacion, podemos determinar que existe una mayor expresién de los genes
rio abajo de Atfirt en presencia del tratamiento TP108, comportamienio que no se
observa en los demas tratamientos posiblemente debido a que la produccion de auxina
de dichos tratamientos no es suficiente para activar al receptor y por lo tanto, tampoco
de los genes que se encuentran rio abajo.

Ademas se propone que la cepa T7 podria estar actuando mediante la degradacion de
ACC, el precursor de la biosintesis de etileno, cuya via conduce a Ia activacion de Ia
via de sefializacion por SA (Hermosa. R. y col., 2012), la que a su vez inhibe la
expresion de AtTIR1 y con ello toda la via rio abajo de este mismo. Como la cepa T7
produce niveles menores de auxina (Figura 9 vy 10) posiblemente no es capaz de
revertir los efectos provocados por la sefializacién dependiente de SA, y finaimente la
interaccién entre organismos simbiontes depende de la homeostasis a la que puedan

llegar con los elementos que cada uno de ellos presenta.

El tercer gen analizado fue AtcycB1;1. De acuerdo con la literatura AfTIR1 es requerido
anteriormente a la expresion de AtcycB7:1 en el desarrollo de raices laterales y se
sugiere que AtTIR1 es necesario para que las células superen el arresto en G2 (Gray.
W. y col., 1999; Stals. H. y Inzé. D., 2001). En los resultados obtenidos por gRT-PCR,
se observé un comportamiento diferente, ya que el tratamiento T7106 presente una
expresion relativa significativamente mayor que el control de un 1 30%, mientras que
los tratamientos con TP no presentaron diferencias significativas con respecto al

control. De acuerdo con estos resultados, las raices de las plantulas de A. thaliana
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tratadas con T7106 podrian tener mas sitios en division celular que los tratamientos
TP, un efecto que no se vio reflejado en términos del nimero de raices laterales IL.lego
de 6 dias de interaccion con A. thaliana (Figura 4). Posiblemente, el tratamiento con T7
genera mas sitios de division que serian visibles solamente cuando ia planta sea mas
grande,

Considerando esto y los resultados reportador por el grupo de Contreras-Cornejo. H.A
y cols (2009), quienes proponen que no existen mas primordios en las plantas tratadas
con Trichoderma, sino que en presencia del hongo gran parte de los primordios estan
en etapa VIl o emergidos. Esto generaria eventos de iniciacion que son temporal y
espacialmente asincrénicos donde ciertas cepas podrian ser capaces de acelerar el
proceso de ramificacion por sobre la aparicion de mas raices laterales, desfasande el
ciclo de expresién génica. Otra explicacion posible es que la planta intente defenderse
de la presencia del hongo e induzca la expresién de AtcycB1;1 para crecer mas rapido,
como se ha observado en A. thaliana cuando estan en presencia de ciertos patégenos
(Korves.T. M. y Bergelson. J., 2003). De igual forma, seria importante evaluar la
expresion de las quinasas de AfcycB1;1 asociadas al ciclo celular como CDKA (Li. X. y

col., 2006).

Los resultados muestran que existen cambios en la expresién de genes relacionados
con diversos procesos asociados al desarrollo de raices laterales, cambios que
dependen de la cepa utilizada. Cabe destacar que se usaron raices completas de
mdltiples plantas (~30) para las tres replicas biolégicas usadas en los analisis de
expresion génica con el propdsito de tener suficiente mRNA para realizar las réplicas

técnicas (3) de los tres genes de interés, y para los 3 genes normalizadores. Por lo

61



tanto, se estaba evaluando un promedio de expresion en toda la raiz, una

simplificacion que seria informativa analizar a mayor resolucion (ver Proyecciones).

Un variable adicional que se ha registrado en la literatura, plantea que los efectos
moleculares y fenotipicos de cepas del hongo Trichoderma sobre diferentes cepas de
tomate dependen del estado fisiolégico de la planta y de las condiciones de cultivo
(Tucci. M. y col., 2011), por lo que al ser una relacion simbionte ésta depende del
estado de ambos componentes. Asi, el estimule de Trichoderma dependera del
momento, concentracién de esporas y especie presente, a lo que la planta respondera
desencadenando una respuesta fitohormonal que regulara el desarrollo y respuesta

sistémica de defensa frente a este organismo.

Existe una creciente necesidad de aumentar la productividad ‘y calidad de los
alimentos, que en las Ultimas décadas ha llevado al uso excesivo de agroquimicos que
generan contaminacién en el ambiente y pérdida de suelos. Frente a ello surge la
necesidad de utilizar nuevas fuentes sustentables de fertilizacion y control de plagas,
que posean rendimientos similares a los productos que se utilizan actualmente y que
generen menos impacto en el ecosistema. Existe una gran variedad de
microorganismos con dichas particularidades en nuestros suelos. En este seminario, se
han iniciado los estudios necesarios para escoger los mas prometedores, y se logré

identificar una cepa de [a especie Trichoderma citrinoviride (TP) con gran potencial.
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CONCLUSIONES

En un acercamiento por encontrar nuevas fuentes de bioestimulantes, se analizé la
interaccién de A. thaliana y cépas nativas del género Trichoderma. De esta, pudo
determinarse que es cepa y concentracion especifica, que hay compuestos inddlicos
secretados por los hongos y que existen cambios en la expresion de genes de la planta

modelo.

Se determiné ademas, que la interaccion planta-Trichoderma es dinamica, pero una
vez definidas las condiciones de crecimiento es posible obtener de dicha interaccion un

gran potencial aplicable a la agricultura.

Proyecciones

- Inicialmente se evaluaron todas las cepas con el objetivo de identificar aquellas
que presentaran un comportamiento con aplicaciones biotecnoldgicas y
considerando que no existian antecedentes sobre los efectos bioestimulantes
en especies 7. citrinoviride es que resulto interesante profundizar en su estudio
(TP). Sin embargo, no se descarta lo interesante que puede ser estudiar las
cepas no analizadas en profundidad en este seminario, que se espera puedan
ser retomadas préoximamente.

- Existen técnicas mas avanzadas como la clasificacion de céluias activadas por

fluorescencia (FACS) utilizando un citémetro de flujo, que permiten analizar

separadamente diferentes grupos celulares de la raiz. Con dicha técnica es -

posible evaluar la expresién de diferentes genes que estén fuertemente



relacionados con la aparicién de raices laterales pero en determinados grupos
celulares, obteniendo valores mas precisos que no estan afectados por el
efecto de dilucidon que se observa al evaluar la raiz completa.

Por otro lado, con respecto a la produccion de compuestos inddlicos, los datos
de este seminario no nos permiten determinar si existen diferencias en la
produccién de auxinas dé T7 y TP con in6culos de 10’esporas/l. Pero es un
experimento interesante de realizar en el futuro ya que nos permitiria evaluar si
existen diferencias en la produccién de este tipo de compuestos en cepas que
tienen menor capacidad bioestimulante.

Con respecto al analisis molecular de los genes involucrados en el proceso de
desarrolio de raices laterales, se propone evaluar la expresion de genes que
estén inmediatamente rio abajo de ATIR1 como LBD16/ASL18 vylo
LBD29/ASL16. Ademas, analizar tanto la expresion de =ciclinas como de
quinasas con el objetivo de tener mayor claridad del fendmeno completo.
También se podria corroborar los cambios en el ciclo celular evaluando la
expresion de promotor AtCycB1.1::GUS en plantulas de A. thaliana frente a los
distintos tratamientos, ya que este Ultimo ha sido demostrado que funciona
como marcador de la formacion de raices laterales en A. thaliana (Fukaki. H. y
cal., 2002; De Smet. |., Tetsumura. T., y col., 2007),

Otras pruebas también serian interesantes para evaluar el grado de
estimulacién de las cepas de Trichoderma. Por ejemplo, medir el nivel de
degradacion de ACC, grados de solubilizacién de P y Fe, rivel de clorofila en
las hojas, peso seco y célculos de biomasa. Todos ellos, mas los considerados

en este seminario serfan muy interesantes de evaluar en una linea de tiempo
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asociada al crecimiento y a diferentes tratamientos de Trichoderma o diferentes
cepas combinadas, preferentemente en una planta de interés comercial en

condiciones de campo, por ejemplo, tomate.
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Figura suplementaria 1. Analisis de alineamiento de los amplicones obtenidos por PCR utilizando los

partidores disefiados para cada uno de los genes escogidos mediante la herramienta BioEdit. Para ello se
compar6 las secuenciaciones del producto de PCR con la secuencia completa del gen presente en la
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base de datos TAIR. En la figura se muestra la secuencia extraida de la base de datos (arriba) y la

secuencia obtenida por secuenciacion del producto de PCR (abajo) de cada gen At tirl- Sec. Attir1 (A),
gen AtcycB1,1-Sec. cycB1,1 (B) y gen Atpla2-Sec. Atpla2 (C), respectivamente.




Anexo 2: Medios de cultivo

1.- Composiciéon y preparacion del medio Vogel 1X
Recomendaciones de preparacién obtenidos del laboratorio de Genética de la Facultad
de Ciencias de [a Universidad de Chile.

En 750 ml de H20O agregar en orden: (mg/L)
Constituyentes Cantidad
Citrato de sodio x 5 H,0 3000
Fosfato de Monopotasio Anhidro 5000
Nitrato de Amonio 2000
Sulfato de Magnesio X 7 H,0 200
Cloruro de Calcio x 2 H,0 100
Elementos trazas 0,1 ml
Biotina 0.05 ml
Cloroformo 0,04 ml

Llevar a 1000 ml

pH: 4,8

2.- Composicion y preparacion del medio basal Murashige y Skoog 1X
Formulaciéon segun Laboratorio PhytoTechnology, LLC. '

Medio: Murashige and Skoog (MS) Mezcla basal de sales segun modificacion Finer y
Nagasawa. M504

Concentracion de trabajo: 4,6 g/L de preparado formulado.

Formula de! preparado comercial (mg/L):

Nitrato de Amonio 825
Acido Bérico 6,2
Clorure de Calcio, Anhidro 332,2
Cloruro de Cobalto * 6H,0 0,025
Sulfato de Cobre * 5H,0 0,025
Sodio Férrico EDTA 36,7
Sulfato de Magnesio, Anhidro 180,54
Suifato de Manganeso * H,O 16,9
Acido de Molibdeno (Sal de sodio) * 2H,0 0,25
Yoduro de Potasio 0,83
Nitrato de Potasio 3030
Fosfato de potasio, Monobasico 170
Sulfato de Zinc * 2H,0 8,6
pH: 5,8
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