wam s  UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
- Tél L FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
O|@)= ¥ / 0
"U*'

ﬁ?DgD 3

Empleo de hongos filamentosos para mejorar Ila
fitorremediacién en ambientes contaminados por
mercurio: un estudio preliminar bajo una perspectiva
fisicoquimica y molecular.

Tesis

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de

Maestro en Ciencias-Recursos Bioticos
Presenta
Bidl. José Gerardo Bernal Melo

Dirigido por
Dr. J. Sergio Casas Flores

Dr. Juan Campos Guillén

Santiago de Querétaro, México, Octubre de 2011



wam s  UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
- Tél L FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
O|@)= ¥ / 0
"U*'

ﬁ?DgD 3

Empleo de hongos filamentosos para mejorar Ila
fitorremediacién en ambientes contaminados por
mercurio: un estudio preliminar bajo una perspectiva
fisicoquimica y molecular.

Tesis

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de

Maestro en Ciencias-Recursos Bioticos

Presenta

Bidl. José Gerardo Bernal Melo

Codirectores

Dr. J. Sergio Casas Flores Dr. Juan Campos Guillén

OCTUBRE, 2011



wamnwennoeew]  UJniversidad Autonoma de Querétaro
e Facultad de Ciencias Naturales

Empleo de hongos filamentosos para mejorar la fitorremediacion
en ambientes contaminados por mercurio: un estudio preliminar
bajo una perspectiva fisicoquimica y molecular
Tesis
Que como parte de los requisitos para obtener el grado de

Maestro en Ciencias

) Presenta
Biol. JOSE GERARDO BERNAL MELO

Codirigido por
Dr. J. Sergio Casas Flores y Dr. Juan Campos Guillen

SINODALES

Dr. Juan Campos Guillén

PRESIDENTE - / Firma
Dr. J. Sergio Casas Flores
SECTRETARIO Firma

[;
Dra. Rocio Garcia Martinez
VOCAL Fi 77

Dr. Andrés Cruz Hernandez 3
SUPLENTE Q Firma

m ;

Dr. José Antonio Cervantes Chavez

Dr. Luis do I—}é andez Sandoval
DIRECTQOR DE/INVESTIGACION Y POSGRADO

CENTRO UNIVERSITARIO
QUERETARO, QRO., MEXICO
OCTUBRE, 2011




RESUMEN

El mercurio (Hg®) se encuentra en la naturaleza en bajas concentraciones, sin
embargo en la actualidad sus niveles han aumentado causando biomagnificacion en
las cadenas tréficas. Los metales pesados generan estrés oxidativo en los seres
vivos, este es aliviado por el glutation (GSH), un tripéptido con funcion antioxidante y
precursor de fitoquelatinas. Para la sintesis de GSH se requiere la expresion de los
genes (GSH1 y GSH2), los cuales son inducidos por metales pesados, y su expresion
incrementa al afiadir jasmonatos y salicilatos, los inductores de la Resistencia
Sistémica Inducida (ISR) y Adquirida (SAR); respectivamente. Las dos vias de
resistencia son inducidas por Trichoderma spp., asi que éstos podrian generar la
resistencia a metales pesados en Arabidopsis thaliana y potenciar la fitorremediacion.
Lo anterior es importante debido que las medidas clasicas para remediar sitios
contaminados son poco accesibles y la fitorremediacién es una alternativa viable. Se
encontré que el HgCI; inhibié un 91.25% el crecimiento radial de las cepas de T.
virens aisladas de suelos contaminados con Hg, mientras que en la cepa referencia
(T. atroviride IMI 206040) fue inhibido un 88.5%. Ademas, es el primer estudio que
reporta la volatilizacion del Hg® in vitro por T. virens (213.0 ug/m™) y T. atroviride
(513.52 pg/m?). Bajo condiciones de invernadero, los ensayos de interaccién planta-
microorganismo determinaron que T. virens y T. atroviride colonizan preferentemente
las partes aéreas que las raices, a pesar de haber inoculado las conidias en el
sustrato. Ademas Trichoderma spp. generé que los niveles de Hg en los tejidos
vegetales disminuyeran. En los tejidos de A. thaliana se midi6 por RT-PCR
semicuantitativa la expresiéon de GSH1 y GSH2, encontrando que éstos se expresaron
normalmente, sin embargo, el HgCl, afectdé severamente a las plantas y disminuyé la
expresion de estos genes. No obstante, Trichoderma spp. indujeron un incremento en
la expresion de GSH1 y GSH2 en A. thaliana, aun bajo el tratamiento con HgCl,.
Ademas, disminuyeron los efectos toxicos del HgCl, e incrementaron
significativamente el diametro de las rosetas y la produccion de inflorescencias en A.
thaliana (P<0.05). También se midi6é la expresion de PDF1.2 y PR-1a, como genes
marcadores de la produccion de jasmonatos y salicilatos, encontrando que el HgCl, y
Trichoderma spp., inducen estos genes. Sin embargo, los resultados sugieren un
efecto sinérgico Trichoderma-HgCl, que potencie la produccién de jasmonatos e
incremente la expresion de GSH1 y GSH2.

(Palabras clave: biomagnificacion, estrés oxidativo, glutatién, fitoquelatinas,
jasmonatos, Trichoderma).



ABSTRACT

Mercury (HgP) is found in nature in low levels, but in recent years their levels have
been increasing and biomagnifying in trophic chains. Heavy metals produce oxidative
stress in living things, however is alleviated by glutathione (GSH), a tripeptide with
antioxidant function and precursor of phytochelatins. The GSH1 and GSH2 expression
are necessary for GSH synthesis. The heavy metals induces GSH1 and GSH2
expression, but its expression is increased applying jasmonates and salicylates,
inducers of the induced systemic resistance (ISR) and acquired (SAR); respectively.
Trichoderma spp., activates both mechanisms of systemic resistance, and it could be
that enable the resistance to heavy metals in Arabidopsis thaliana for enhancing the
phytoremediation. This is important why are very expensive the remediation classic
methods of the polluted sites, a viable alternative is the fitorremediacién. We find that
treatment with HgCl, inhibits 91.25% the radial growth of strains of T. virens isolated
from soils contaminated with mercury, unlike it what was observed in the reference
strain T. atroviride IMI 206040 (88.5%). Furthermore, it's the first in vitro report over
volatilization of mercury by T. virens (213.0 ug/m™) and T. atroviride (513.52 pg/m™).
The plant-microorganism interactions were under greenhouse conditions, we
determine the frequency of colonization of T. virens and T. atroviride in the aerial parts
of A. thaliana was higher than in their roots, despite having inoculated the conidia on
the substrate. Also, mercury levels were decreased by Trichoderma effect in vegetal
tissues. The GSH1 and GSH2 expression was measured by RT-PCR, which was
usually we found expressed. However, treatment with HgCl, seriously affects plants
was decreased expression of these genes. However, we found an increase of GSH1
and GSH2 expression in A. thaliana induced by Trichoderma spp., despite of the
treatment with HQCl,. In addition, decreased the toxic effects of the HgCl, and
significantly increased the diameter of the rosettes and production of inflorescences in
A. thaliana (P < 0.05). Also, we measured the expression of PDF1.2 and PR-1a like
markers genes of the production of jasmonates and salicylates, we found which HgCl,
and Trichoderma spp. they are inductors of their expression. However, the results
suggest a synergistic effect Trichoderma-HgCl, that it enhances the production of
jasmonates and increases GSH1 and GSH2 expression.

(Keywords: biomagnification,  glutathione, jasmonates, oxidative stress,

phytochelatins, Trichoderma)
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.  INTRODUCCION

Las erupciones volcanicas, la desgasificacion de la corteza terrestre, entre otros
procesos geologicos, emiten bajas concentraciones de metales pesados entre ellos
mercurio elemental (Hg®), que es volatil e insoluble en agua. Estos vapores entran a la
atmosfera distribuyéndose a sitios distantes de la emision original. En la atmdésfera el
Hg® cambia su estado de oxidacion (Hg?*), y esta caracteristica lo hace soluble en
agua, por lo cual mediante la lluvia acida regresa al suelo y cuerpos de agua. Por lo
tanto es normal encontrar en la naturaleza Hg y que forme minerales, como el sulfuro

de mercurio (HgS), comunmente denominado cinabrio (Bradl, 2005).

Sin embargo, ultimamente las actividades antropogénicas han incrementado los
niveles de Hg (Reyes, 1999; Zalups y Koropatnick, 2000; Mendioroz, 2001; Zahir et
al., 2005; Selin, 2009; SEMARNAP, 2010; Trush, 2011; Skoog, et al., 2000;
Carrasquero y Adams, 2002; Puga, et al.,, 2006) alterando su ciclo biogeoquimico,
generando problemas al medio ambiente y en la salud humana debido a la tendencia
del Hg?* a biomagnificarse en las cadenas tréficas (Zahir et al., 2005; Hussein, et al.,
2007). Por esta razén se han establecido normas que indican los limites permisibles

de Hg en suelo y en los alimentos.

Los procesos celulares naturales como la fotosintesis, el ataque por patégenos (Xiang
y Oliver, 1998; Cobbett, 2000; Vivancos, et al., (2010), el exceso de micronutrientes
(Munzuroglu y Geckil 2008) o de metales pesados, generan estrés oxidativo en las
células, lo cual se ve reflejado en un aumento de los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS) cuyos efectos resultan citotoxicos. No obstante todos los seres vivos
han desarrollado mecanismos de destoxificacion en los cuales interviene el glutatién

(GSH), un tripéptido rico en cisteina con actividad antioxidante.

El GSH es precursor de péptidos denominados fitoquelatinas (PC, por sus siglas en
inglés), los cuales forman un complejo con los metales pesados, y mediante
transportadores (proteinas transmembranales vacuolares) del tipo ABC (ATP binding
cassette) el complejo es acumulado al interior de la vacuola (Quig, 1998; Xiang y
Oliver, 1998; Cobbett, 2000; Gutiérrez et al., 2005; Zalups y Koropatnick, 2000;

Raspanti et al., 2009). La sintesis de dichos transportadores varia de organismo a



organismo, por ejemplo, Arabidopsis thaliana es sensible a metales pesados,
probablemente debido que la sintesis de estos transportadores es baja en
comparacion con plantas hiperacumuladoras de metales como Arabidopsis halleri o

Brassica napus (Huai et al., 2006; Venkatachalam, et al., 2009).

En las plantas, los niveles elevados de Hg2+ inhiben la sintesis de proteinas
transportadoras de agua (acuaporinas) bloqueando su absorcién e impidiendo la
germinacion de las semillas. Ademas aumenta la degradacion de hormonas del
crecimiento vegetal (oxidacion de auxinas) y pigmentos fotosintéticos (Patra y
Sharma, 2000; Jain, et al., 2008; Munzuroglu, 2008; Rai y Tripanthi, 2008; Zhu, 2005;
Xu, et al., 2010).

Por tal motivo, se han desarrollado diversas medidas de biorremediacion de suelos,
las cuales comprenden el uso de plantas (fitorremediacién) y microorganismos
resistentes o tolerantes a metales pesados, representando una alternativa viable para
remover o reducir la biodisponibilidad de metales en suelos contaminados (Zawiercha
y Malina, 2011). Sin embargo, la eficacia de estos depende de factores fisicoquimicos
del suelo, siendo uno de ellos el pH (Krantz y Schnuarer, 1993; Alexander, 1999;
Kredics et al., (2001; Tabak et al, 2003; Tabak et al,. 2005), por ello se deben
considerar y enfocar las investigaciones en microorganismos nativos para dichos
fines, dado que se encuentran adaptados a las caracteristicas edaficas del sitio
(Zawiercha y Malina, 2011).

Los mecanismos mejor conocidos para eliminar o reducir los metales pesados de un
entorno contaminado son: 1) la biosorcién, donde comunmente se emplea la biomasa
inactiva (Singh, 2006) explotando las caracteristicas fisicoquimicas de su pared
celular (Krantz et al., (1995; Alexander, 1999; Gadd, 2001; Singh, 2006; Zaidi et al.,
2011), 2) la bioacumulacién, donde la célula es capaz de acumular los metales en el
citoplasma (Quig, 1998; Gadd, 2001; Gutiérrez et al., (2005; Raspanti et al., (2009;
Zaidi et al., 2011) y 3) la volatilizacién, la cual puede ocurrir por el cambio en el estado

de oxidacion o por la adicion de grupos metilo.

Se tienen identificados y caracterizados los genes que integran el operén mer en

bacterias que confieren resistencia a Hgo, Hg**, Hg* y CH3Hg, siendo estos blanco de



numerosas investigaciones en el campo de la fitorremediacién, al ser utilizados para la
generacion de plantas genéticamente modificadas (Yadav, 2010; Patra y Sharma
2000; Li et al., (2006; Rug et al., (1996; Bizily, et al., (1999; Meagher, 2000; Rugh,
2001; Meagher y Heaton, 2005; Hussein et al., (2007). Sin embargo, también se han
identificado los genes de resistencia a metales pesados en hongos, insertandolos en
las plantas. La finalidad de esto es mejorar la resistencia a metales pesados en las

plantas para mejorar la fitorremediacion (Ow, 1996; Mehra, 1997 in Gadd, 2001).

No obstante, los hongos filamentosos del género Trichoderma son cosmopolitas y han
sido aislados de suelos contaminados con hidrocarburos y metales pesados (Harman
et al., 2004; Argumedo et al., 2009). Sin embargo, se conoce poco sobre los
mecanismos de resistencia que estos presentan a metales pesados, siendo escasos

los trabajos sobre fitorremediacién empleando Trichoderma spp.

La tolerancia de Trichoderma a metales pesados es asociada a la sintesis de
transportadores dependientes de ATP (ABC' por sus siglas en inglés) junto con el
aumento en los niveles de GSH, fitoquelatinas (Harman et al., 2004; Ruocco et al.,
2009) y su capacidad de adsorcion de Hg?* en su pared celular (Krantz y Schniirer,
1993). Otra caracteristica importante de este género es que produce hormonas del
crecimiento vegetal (Salas-Marina et al., (2011) y facilita la absorcion de nutrientes
(Harman et al., (2004), generando un 6ptimo desarrollo vegetal. También coloniza las
raices de las plantas encendiendo los sistemas de defensa vegetal, al inducir la
biosintesis de hormonas como etileno, jasmonatos y salicilatos (Harman et al., (2004;
Mukherjee et al., (2008). Ademas, la colonizacién por Trichoderma spp. induce la
expresion de genes (Bailey et al., 2008; Mukherjee et al., (2008; Salas-Marina et al.,
(2011), entre ellos LOX-1 el cual codifica para la enzima lipoxigenasa (Soresh et al.,
2005), implicada en la biosintesis de jasmonatos y cuya actividad esta regulada por
etileno (Martinez, et al., (2001).

Los jasmonatos estan implicados en la Resistencia Sistémica Inducida (RSI) en las
plantas, activando la transcripcion del gen PDF1.2 que codifica para proteinas
denominadas defensinas (Heldt, 2005; Shoresh et al., (2005). Por otro lado,

Trichoderma spp., también incrementan la actividad enzimatica de las quitinasas tanto

' ATP binding cassette



en raices como en partes aéreas (Mukherjee et al., (2008) e induce la biosintesis de
salicilatos que inducen la Resistencia Sistémica Adquirida (RSA) activando la
expresion de proteinas relacionadas a la patogénesis (PR, por sus siglas en inglés),
siendo una de ellas codificada por el gen PR-1a (Lotan y Fluhr, 1990; Shoresh et al.,
2005).

Los jasmonatos son factores enddgenos que inducen un aumento de la expresion de
los genes de la via del glutation (GSH1 y GSH2). Estos genes se expresan
normalmente en la célula, pero son inducidos por metales pesados. La induccion de
estos genes aumentan los niveles de GSH en las hojas, el cual es transportado a la
raiz porque es el principal tejido donde se acumulan los metales pesados (Xiang y
Oliver, 1999, 2001; Millan et al., 2007; Ben Ammar, et al., 2008). Por este motivo se
ha sugerido que los jasmonatos son importantes para que las plantas desarrollen
resistencia a metales pesados (DalCorso et al., (2010), y posiblemente la respuesta

sea potencializada por Trichoderma.

Lo anterior es importante ya que generalmente la RSA y la RSI son mutuamente
antagonicas, Martinez et al., (2001) reportaron que en plantas de melén (Cucumis
melo) inoculadas con T. longibrachiatum se genera un sinergismo, causando la
reduccion de los sintomas provocados por fitopatdégenos, efecto que podria ser similar
en plantas bajo estrés por metales pesados, tomando en consideracion que las
plantas colonizadas por Trichoderma spp. incrementan la actividad quitinasa en los
tejidos vegetales (Mukherjee et al., 2008) y de acuerdo con Dana et al., (2006) la
expresion de genes de quitinasas de Trichoderma spp. en Arabidopsis thaliana reduce

los sintomas causados por fitopatégenos y algunos metales pesados.

La induccidn de la transcripcion de GSH1 y GSH2 se ha observado bajo condiciones
in vitro aplicando de manera independiente tratamientos de acido jasmdnico y metales
como Cd y Cu (Xiang y Oliver, 1999). Sin embargo, a pesar que se ha reportado la
resistencia a metales pesados, principalmente a Hg®, en 1) plantas transgénicas con
el operén mer (Hussein et al., 2007), 2) plantas sobreexpresantes de genes de
quitinasas de Trichoderma sp. (Dana et al., 2006) y en 3) plantas sobreexperesantes
de GSH1 y GSH2 procedentes de otros organismos (Sarowar et al., 2005; Yadav,
2010), no se ha reportado la inducciéon de GSH1 y GSH2 bajo un modelo de
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interaccion planta-microorganismo en plantas bajo condiciones de estrés por metales

pesados.

El presente trabajo es la primera investigacion que reporta mediante RT-PCR
semicuantitativa la induccion de los genes GSH1 y GSH2 asi como los niveles de
Hg®* (mg/g™”) en raices y partes aéreas de Arabidopsis thaliana bajo la interaccién con
cepas de Trichoderma spp. resistentes a mercurio y en condiciones de estrés por
HgCl,.

Por ello, el objetivo de la investigacion fue caracterizar cepas Trichoderma aisladas de
suelos contaminados con mercurio para efectuar ensayos de interaccion planta-
microorganismo en invernadero. Ademas, con los resultados obtenidos se genero un
modelo que explica un posible sinergismo entre Trichoderma sp. y el Hg?* que induce
un incremento de la expresion de LOX-1 generando que los niveles endégenos de
jasmonatos se incrementen, reflejandose en un aumento de la expresion de GSH1 y
GSH2 lo que permite que las plantas sean resistentes a Hg** por un incremento en los
niveles de GSH. El incremento de los niveles de GSH podria explicar que las plantas
inoculadas con Trichoderma spp. y bajo condiciones de estrés incrementen el
diametro de las rosetas y el porcentaje de inflorescencias a diferencia de las plantas

no inoculadas con Trichoderma spp.



.  ANTECEDENTES

2.1 Contaminacion por metales: el mercurio y la problemética ambiental

Los metales pesados presentan una densidad superior a 5g/cm®, algunos metales
pesados no son esenciales para la vida, en bajas concentraciones alteran procesos

metabdlicos pero en altas concentraciones son letales (Bradl, 2005).

La corteza terrestre contiene en promedio 50 partes por billon (ppb) de Hg,
principalmente como HgS (Bradl, 2005), ademas es liberado a la naturaleza por
erupciones volcanicas y otras actividades geotermales en su forma elemental (Hg®). El
Hg® entra a la circulacién atmosférica, el promedio global de la concentracién de Hg’
en el aire es de 1.6 ng/m®y su tiempo de vida media es de 6 a 12 meses en la
atmosfera (Selin, 2009). En suelos, los niveles naturales de Hg* alcanzan en
promedio entre 69 y 160 ppb (Bradl, 2005), no obstante Selin (2009) indicé que la
concentracién de éste se encuentra entre 20 y 70 ng/g” (ppb). El rango en los niveles
de Hg* depende del contenido de éste en la roca madre y otros minerales que dan
origen a los suelos (Bradl, 2005), sin embargo la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004
establece que los niveles de Hg en suelos para uso residencial o agricola deben ser
menores a 23 ppm (23000ppb) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) indica
que los niveles permisibles de Hg en los alimentos deben ser menores a 0.5ppm
(500ppb).

El Hg comunmente se asocia con el azufre (S) formando sulfuro de mercurio (HgS),
un mineral de color rojizo denominado comunmente “cinabrio” (Figura 1.1 B) que
contiene 86.2% de Hg (Bradl, 2005). Por sus caracteristicas, causd un interés
religioso que justificaba su extraccion y comercializacion, motivo por el cual se
explotaba de manera artesanal durante la época prehispanica. Sin embargo, en la
época de la colonia, los espafoles continuaron con la explotacion masiva buscando
mejorar las técnicas de extraccién, dado que el HgO era empleado para eficientizar la
extraccion de oro y plata por su capacidad de formar amalgamas con otros metales
(Carrasquero y Adams, 2002; Mufoz, 2011; Vega, 2011). Estas fueron las primeras
actividades antropogénicas de la historia que generaron contaminacion del ambiente

por mercurio.



No obstante, actualmente las actividades antropogénicas han incrementado
considerablemente los niveles de Hg® en el ambiente (Skoog, et al., 2000; Mendioroz,
2001; Turpeinen, 2002; Carrasquero y Adams, 2002; Puga, et al., 2006), tan solo en
1970 la produccion de Hg® alcanzé las 3712 toneladas (Secretaria de Economia,
2010).

Figura 1.1 En (A) se muestra el mercurio metalico (Hg®, tomada de
http:/Amw.dmartz77.0rg/2012/01/ekmercurio-contamina.html. En (B) se muestra el Hg® en su
forma mineral asociado con azufre sulfuro de mercurio (HgS) o comunmente
denominado cinabrio, tomada de http:/ampliacionbg441.blogspot.com/2009/12/cinabrio.html.

Ejemplo de ello se da en la industria aurifera que utiliza Hg0 para generar amalgamas
que al calentarlas recuperan el oro y liberan vapores de Hg, los cuales se incorporan a
la atmosfera. Entre el 70% y el 80% de Hg total en la atmosfera proviene de la quema
de combustibles fosiles, la incineracion de desechos, entre otras actividades
antropogénicas (Carrasquero y Adams 2002; Bradl, 2005; Avila, 2008; Carta
geoldgica-minera San Joaquin; Enciclopedia de los municipios de México Querétaro;
Mufoz, 2011; Vega, 2011).

El Hg en la atmosfera es oxidado (Hg?*) disolviéndose en las gotas de agua,
regresando al suelo y cuerpos de agua mediante la lluvia. Por accion de
microorganismos anaerobios acuaticos y algunos hongos filamentosos del suelo, el
Hg2+ es transformado a compuestos organicos tales como el metil mercurio (CH3Hg) y
acetato de fenil mercurio (CgHsHgO,), también hay microorganismos que se encargan
de romper estos compuestos organicos mediante enzimas especificas liberandolo

nuevamente a la atmosfera en Hg°, de este modo continua su ciclo biogeoquimico.

Los compuestos organicos de Hg (CH3;Hg) presentan una elevada tasa de absorcion
en los seres vivos del 90% frente al 2% del Hg® y Hg** (SEMARNAP, 2010), debido
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que los compuestos organomercuriales son liposolubles y presentan afinidad por los
grupos sulfihidrilo de la proteinas (Selin, 2009). Esta caracteristica provoca la
tendencia a biomagnificarse en las cadenas tréficas (Skoog et al., 2000; Gutiérrez et
al., (2005; Zahir et al., 2005; Hussein, et al., (2007) causando serios problemas a los

seres Vivos.

Se han reportado dos casos importantes de intoxicacién por Hg en poblaciones
humanas, el primero de ellos sucedié en Minamata, Japén (1950) por el consumo de
pescado contaminado con CH3Hg, y en Iraqg (1970) por el consumo de pan elaborado
con granos de trigo tratados con cloruro de mercurio (HgCl;) como fungicida (Selin,
2009; SEMARNAP, 2010; Trush, 2011).

En mamiferos, el Hg® provoca dafios en las vias respiratorias y sus especies
organicas afecta el sistema nervioso central, higado, sistema inmunolégico, corazon,
rindn pudiendo causar ceguera, sordera y bajas tasas de fertilidad (Reyes, 1999;
Zalups y Koropatnick, 2000; Mendioroz, 2001; Zahir et al., 2005). Mientras que en
plantas genera degradacion de pigmentos e inhibe la sintesis de clorofilas reduciendo
la actividad fotosintética, inhibe o aletarga el crecimiento debido que incrementa
degradacion de fitohormonas involucradas en el crecimiento, inhibe la sintesis de
acuaporinas que conlleva a un retardo o inhibicion de la germinacion (Patra y Sharma,
2000; Bradl, 2005; Zhu, 2005; Jain, et al., 2008; Munzuroglu, 2008; Rai y Tripanthi,
2008; Xu, et al., 2010).

No obstante, a pesar de su toxicidad el Hg se encuentra en la naturaleza, motivo por
el cual los seres vivos han desarrollado mecanismos para disminuir los efectos toxicos
de los metales pesados, pero antes de detallarlos se explicara como entra a los

tejidos vegetales debido que el tema principal del trabajo es la fitorremediacion.
2.2 Mecanismos de entrada de los metales pesados en las plantas

En los sistemas biolégicos algunos metales tales como calcio (Ca), cobalto (Co),
cromo (Cr), molibdeno (Mo), cobre (Cu), hierro (Fe), potasio (K), magnesio (Mg),

manganeso (Mn), niquel (Ni) y zinc (Zn) (Munzuroglu y Geckil, 2002; Zaidi et al., 2011)
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son importantes ya que son utilizados como cofactores enzimaticos, es decir, que son
necesarios para el funcionamiento de determinadas enzimas. Estos son transportados
al interior de las plantas mediante proteinas transportadoras presentes en la

membrana. Una vez dentro, se translocan de las raices a la parte aérea por el xilema.

Algunos metales son importantes en la nutricion vegetal, siendo algunos de estos
requeridos en mayor proporcion (macronutrientes) que otros (micronutrientes)
debiendo haber un balance y cuya carencia generaria deficiencias que harian a la
planta vulnerable a factores bibticos y abidticos. Sin embargo, el exceso de
micronutrientes origina un dafo a la planta que desencadenaria una respuesta de
estrés generando la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas
en inglés), misma respuesta que se desencadena cuando la planta se encuentra en
contacto con metales pesados (Gadd et al., (2001; Navarro et al., (2007; Yadav, 2010;

Zaidi et al., (2011) como el cadmio (Cd) o mercurio (Hg*").

Los metales pesados al generar ROS, entre estos el radical hidroxilo (OH") el cual es
altamente reactivo, danando los &acidos nucleicos, proteinas y lipidos de las
membranas celulares (Murray, 2005; , 2007; Tamas et al., 2009). Los radicales OH se
generan a partir de peroxido de hidrogeno (H2O.) por una reaccion no enzimatica; la
reaccion de Fenton (Heinderich et al., 2001), la cual es catalizada por iones metalicos,
en este caso el Hg”". No obstante, los efectos citotéxicos de las ROS son aliviados
con glutation (GSH).

2.3 El glutation y el proceso de detoxificacion

Las plantas, animales y hongos ante condiciones de estrés ocasionados por factores
bidticos o abidticos aumentan la sintesis GSH, un tripéptido conformado por
glutamato, cisteina y glicina ([y-glutamil cisteina] ,— glicina) cuya sintesis depende de
dos enzimas, la y-glutamilcisteinil ligasa (codificada por el gen GSH1 que cataliza la
unidon de glutamato y cisteina formando y-glutamil cisteina) y la glutation-sintetasa

(codificada por el gen GSH2, une glicina al y-glutamil cisteina).



El GSH es de gran importancia para la sobrevivencia, debido que es capaz de
conjugarse con los xenobidticos por medio de la glutation-S-transferasa (GST)
disminuyendo la toxicidad de diversos contaminantes organicos incluyendo
insecticidas y herbicidas. Ademas, el GSH es precursor de péptidos especializados
denominadas fitoquelatinas, que acumulan metales pesados, pero también presentan
actividad antioxidante, degradando las especies reactivas de oxigeno generadas
durante diversos procesos biolégicos como la proliferacion celular, el crecimiento, la
floracion, fotosintesis o ante el ataque de patdégenos (Xiang y Oliver, 1998; Xiang y
Oliver, 2001; Cobbett, 2000; Zalups y Koropatnick, 2000; Koornneff, et al., 2008;
Vivancos et al., 2010).

Los metales pesados inducen la sintesis de fitoquelatinas, las cuales interactuan con
éstos formando un complejo que es transportado al interior de la vacuola por
proteinas transmembranales del tipo ABC (ATP binding cassette) y cuyo transporte
requiere de energia. La expresion de estos transportadores es mayor en plantas
hiperacumuladoras de metales pesados como Arabidopsis halleri, Brassica napus vy
Thlapsi spp., a diferencia de A. thaliana que es susceptible a metales pesados (Huai
et al., 2006; Venkatachalam, et al., (2009).

En relacion a los tejidos vegetales, los metales pesados se acumulan principalmente
en las raices, donde se reportan niveles elevados de fitoquelatinas en comparacion
con las hojas (Xiang y Oliver, 1998; Cobbett, 2000, Cobbett y Goldbrough, 2002;
Foyer y Noctor, 2002; Schroder, 2002; Rauser, 2002; Inouche, 2005).

Ben Ammar et al., (2008) indican que la sintesis de fitoquelatinas en las raices esta
acoplada a la disminucién de GSH en las hojas. Lo anterior coincide con los estudios
efectuados en Almadén, Espana por Millan et al., (2007), indicando que los metales
pesados se acumulan principalmente en la raiz. No obstante, reportan que la
translocacion a los 6rganos aéreos esta en funcion de los niveles de metales y el
estadio de maduracion de la planta. En el caso del mercurio, tanto en sus formas
elemental (Hg®) y Hg?, junto con los arsenatos (AsO,4*) presentan gran movilidad por

el xilema a diferencia de otros metales (Fitter y Hay, 2002; Meagher y Heaton, 2005).
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Sin embargo, como ya se menciono el glutation también actia como antioxidante,
normalmente los niveles de GSH son bajos debido a los procesos oxidativos que
ocurren normalmente en la célula, disminuyendo los efectos toxicos de las especies
reactivas de oxigeno generadas durante el ciclo celular y la fotosintesis para evitar el

dafio del DNA y de las membranas celulares por lipoperoxidacion.

Dado que el GSH es un agente reductor, éste se oxida a disulfuro de glutation
(GSSG) siendo el grupo sulfihidrilo de la cisteina el que brinda la capacidad donadora
de electrones. Posteriormente, por accion de la enzima glutation reductasa (GR), el
GSSG es nuevamente reducido a GSH, manteniendo asi la homeostasis del GSH
bajo condiciones normales. Por estos motivos, el GSH es empleado como marcador
de los niveles de estrés oxidativo en los seres vivos, y se ha demostrado que su

carencia resulta letal (Vivancos et al., 2010).

Es conocido que los metales pesados inducen estrés oxidativo en las plantas
causando el aumento de los niveles de GSH (Xiang y Oliver, 1998; Foyer y Noctor,
2002; Waldemar, 2007), dado que se incrementa la expresion de los genes que
codifican las enzimas que lo sintetizan (GSH1, GSH2), glutation reductasa (GR1,
GR2), glutation-S-transferasa (GST) y las fitoquelatinas (CAD1, CAD2).

Vivancos et al., (2010) reportan que plantas knockout (KO) de Arabidopsis thaliana
para GSHL1 resulta letal inhibiendo el desarrollo del embrién, mientras que las plantas
KO para GSH2 resulta letal en el estadio adulto (Wachter et al., 2005). La expresién
de ambos genes es inducida equitativamente en todos los tejidos vegetales de
plantulas modificando su patron de expresion cuando éstas maduran, encontrando

que la cantidad de transcrito varia en cada tejido (Xiang y Oliver, 2001).

Esto nos indica que la translocacién a los diferentes tejidos esta en funcién de las
necesidades fisiolégicas de cada o6rgano, sobre todos cuando las plantas se
desarrollan en sitios con metales pesados, ademas el GSH presenta distintos niveles

regulacion, que a continuacion se describen.
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2.3.1 Mecanismos de regulacién de los genes de la via del glutatién

La expresién de GSH1 y GSH2, se encuentra regulada bajo distintos mecanismos,
uno de ellos es el transcripcional, en el cual las fitohormonas involucradas en la
proteccion vegetal y los metales pesados aumentan 10 veces la expresion de GSH1
mientras que las especies reactivas de oxigeno los inducen escasamente (Xiang vy
Oliver, 1999; 2001). Sin embargo los niveles de GSH no siempre se encuentran
asociados a una alta expresiéon de los genes, esto se debe a una regulacion
postraduccional, y depende del factor que los haya inducido. La aplicacién de acido
jasmonico (JA) aumenta la expresién de GSH1 sin alterar los niveles de GSH. En
cambio, cuando la induccion es efectuada por metales, especies reactivas de oxigeno
o acido salicilico (SA) los niveles de GSH aumentan considerablemente (Xiang y
Oliver, 2001; Vivancos et al., 2010). Pero cuando los niveles de GSH son demasiado
elevados éste inhibe a la enzima y-glutamilcisteinil ligasa por retroalimentacion
negativa (Xiang y Oliver, 2001), sin alterar la expresion de GSH1 y GSH2 (Vivancos
et al., 2010). Sin embargo, en condiciones normales, los niveles de GSH se
mantienen por la glutation reductasa (Xiang y Oliver 1998, 2001; Koornneef et al.,
(2008).

Finalmente, otro mecanismo de regulacion es la disponibilidad de sustrato para su
sintesis, dado que la cisteina es un componente estructural del GSH, la aplicacion de
azufre genera el aumento de la concentracion de cisteina en hojas, incrementando la
expresion de GSH1 y GSH2. En presencia de patdgenos el patron de expresion de
ambos genes varia, debido que GSHL1 intensifica su expresion, mientras que GSH2 se
mantiene sin cambios (Hdller, et al., 2010). Este hecho indica que existe una relacién
entre la via del glutation y las vias relacionadas con la respuesta sistémica en las
plantas ante el ataque de microorganismos patogenos, la cual se describe a

continuacion.
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2.4 EIl rol de las fitohormonas en la induccion de genes de la via del

glutatiéon

No solo los metales pesados inducen la expresion de los genes de la via del glutation,
sino también las fitohormonas como el acido jasmonico y acido salicilico (Xiang y
Oliver, 1998), las cuales estan involucradas en la resistencia sistémica inducida (RSI)
y resistencia sistémica adquirida (RSA) respectivamente, para combatir el ataque de

patogenos. Estas vias, se describen brevemente a continuacion.

2.4.1 Resistencia Sistémica Adquirida (RSA)

Los fitopatdgenos biotrofos desencadenan una respuesta hipersensible que conlleva
la lignificacion, produccion de compuestos fendlicos, especies reactivas de oxigeno e
inducen la biosintesis de acido salicilico (SA) cuya funcion es impedir la dispersion

sistémica del patogeno y desarrollar la RSA.

Debido que el SA se moviliza sistémicamente, es el inductor de la expresion de
proteinas relacionadas a patogénesis (PR) en érganos distantes a la infeccidén para
sensibilizar a la planta y prepararla ante el ataque de patégenos. Se conocen 14
familias de proteinas PR, y la actividad bioquimica de algunas de ellas han
caracterizadas. Por ejemplo, 1) PR-1a presenta actividad quitinasa que disminuye la
toxicidad del HgCl, y CdCl, en Nicotiana tabacum (Sarowar et al., 2005) e incrementa
la expresion del gen de la glutation S-transferasa (GST) involucrado en la
destoxificacion de xenobiodticos, 2) PR-2 de B-1-3-glucanasa, 3) PR-3, 4, 11, q de
quitinasas, 4) PR-5 de proteinas parecidas a la taumatina, 5) PR-6 son inhibidores de
proteinasa, 6) PR-7 presentan actividad de proteasas, 7) PR-8 de quitinasas con
actividad de lisozima y 8) PR-9 de peroxidasa (Sarowar et al., 2005; Soresh et al.,
2005; Gallou et al., 2009).

Todas las proteinas PR son inducidas por SA, a excepcién de PR8 que es inducida

por jasmonatos (Shoresh, et al., 2005). Lothan y Fluhr (1990) reportaron que el etileno

juega un papel importante en la regulacién de la sintesis de las proteinas PR ya que
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potencializa la transduccion de la senal del SA al nucleo para activar los genes de las
proteinas PR (Ledn et al., 2010).

Esto es importante ya que se ha reportado que el aumento de SA eleva los niveles de
GSH aliviando el estrés oxidativo generado por el Hg®* (Zhou, et al., 2009; Vivancos,
et al., (2010), a pesar de que Xiang y Oliver (1999) reportaron que esta hormona
disminuye la expresion de GSH1 y GSH2 en comparaciéon en comparacion con acido
jasmonico (JA) que incrementa la expresion de ambos genes, pero manteniendo

basales los niveles de GSH.

Debido que el SA incrementa los niveles de GSH, se ha reportado que el GSH modula
el efecto antagénico entre SA y JA. Es decir, que si se bloqueara la sintesis de GSH,
el efecto antagdénico del SA sobre JA desaparece induciéndose una u otra via
(Koornneef et al., (2008; Vivancos et al., (2010; Noctor y Foyer et al., 2011).

2.4.2 Resistencia Sistémica Inducida (RSI)

A diferencia de la RSA, la RSI es encendida por rizobacterias, dafio por insectos y
herbivoros pero también por fitopatdégenos necrotrofos, y algunos hongos benéficos,
entre ellos Trichoderma spp., que colonizan la raiz e inducen las vias del acido
jasmonico (JA) y etileno. Estas fitohormonas regulan la expresion del gen involucrado
en la sintesis de proteinas ricas en cisteina denominadas defensinas de plantas
PDF1.2 (PDF1.2) (Harman et al.,, (2004; Benitez, 2005; Shoresh et al., 2005;
Camarena y de la Torre, 2007; Van der Ent, et al., 2009). Ademas las xilanasas
secretadas por Trichoderma viride y metales como Cd, Cu, Zn y Fe inducen la sintesis
de la enzima ACC sintasa en Nicotiana tabacum, cuyo producto es el acido 1-amino-
ciclopropano-1- carboxilo (ACC), precursor del etileno (Soresh et al., 2005). Cuando
se aplica el ACC de manera exdgena en plantas de Arabidopsis thaliana la expresion
del gen PDF1.2 aumenta considerablemente (Avni et al., 1994; Waldemar, 2007; Leon
et al.,, (2010).
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Como se ha visto los microorganismos desempefan un papel importante al inducir la
biosintesis de fitohormonas que activan y regulan varios procesos fisioldgicos, entre

ellos los mecanismo de resistencia sistémica (Verhagen et al., 2010).

Por ejemplo cepas patdogenas del hongo Fusarium oxysporium causan el
marchitamiento vascular en Solanum lycopersicum (jitomate) porque inhiben la RSI,
bloqueando la accion del acido jasmonico, por su parte la bacteria Pseudomonas
syringae aumenta la biosintesis de acido abscisico (ABA) y produce coronatina®
reprimiendo la sintesis de SA e insensibilizando a la planta de JA, por lo que reprime
ambas vias (Wasternack, 2006). El hongo Piriformospora indica modula la induccion
del etileno en Arabidopsis, mientras que en tomate suprime su induccién. Como ya se
ha mencionado el hongo del género Trichoderma es capaz de inducir la sintesis de
precursores de etileno (ACC), jasmonatos y también salicilatos induciendo un
sinergismo entre la RSl y la RSA al expresarse los genes de ambas vias, y que a

continuacion se describen.
2.4.3 Induccién de RSA y RSI por Trichoderma spp.

Las especies del género Trichoderma son cosmopolitas, encontrandolas en todo tipo
de ambientes, incluso en suelos contaminados con hidrocarburos, colorantes,
explosivos, fungicidas, compuestos organofosforados y cianuro a los cuales los
hongos son resistentes, debido que expresan los genes que codifican los
transportadores ABC y de la glutation-S transferasa (gst) (Heiss et al., (2003; Vullo,
2003; Harman et al., 2004; Mukherjee et al., (2008; Argumedo et al., (2009; Raspanti
et al, 2009; Ruocco et al., 2009). Sin embargo, también se han aislados de suelos
contaminados con metales pesados, a lo cual los hongos expresan genes de la via de
sintesis de GSH, fitoquelatinas y metalotioneinas (Gadd, 2001; Cobbett, 2000;
Cobbett y Golsbrough, 2002) para aliviar el estrés oxidativo generado por éstos y

acumularlos en su citoplasma para aminorar los efectos téxicos de los metales.

% La coronatina es un factor de virulencia permitiendo altas tasa de colonizacién de P. syringae, anélogo estructuralmente del JA que induce la
sintesis de JA, pero compite por los receptores de esta hormona bloqueando la RSI.
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Ademas, son organismos micoparasitos que presentan gran versatilidad, por lo que
son empleadas en el biocontrol de fitopatégenos. También secretan una gran variedad
de metabolitos secundarios con efecto fungicida o fungistatico. Ademas estimulan el
crecimiento vegetal al inducir la produccion de compuestos indélicos como el acido
indol acético y otras fitohormonas implicadas en la resistencia sistémica adquirida
(RSA) e inducida (RSI) (Harman et al., (2004).

Los hongos del género Trichoderma spp., interactuan con las plantas penetrando las
primeras capas de sus raices, sin embargo hay cepas enddfitas® (Harman et al.,
2004). Varios estudios han indicado que la colonizacion de Trichoderma en
Arabidopsis thaliana inducen ambos tipos de resistencia sistémica, ya que éste induce
los genes involucrados en la biosintesis de las moléculas inductoras de cada via. En
el caso de la RSI, las celulasas (Martinez, et al., (2001) secretadas por Trichoderma
inducen la expresién de ACC sintasa® y el gen LOX-1 (Shoresh et al., (2005), que
codifica para una lipoxigenasa, que cataliza la lipoperoxidacién de acidos grasos
poliinsaturados y finalmente por B-oxidacién se forma el &acido jasmonico (Heldt,
2005). La actividad de la lipoxigenasa se encuentra regulada por los niveles de
etileno®, ya que estos al ser bajos disminuyen la produccion de JA (Martinez, et al.,
2001).

En lo que se refiere a la RSA, es necesaria la sintesis de la enzima fenil amonio liasa
(PAL) para generar los precursores para la sintesis de SA (Gallou et al., 2009).
Shoresh et al., (2005) indican que plantas inoculadas con T. asperellum y plantas
tratadas con xylanasas de Trichoderma spp., inducen una mayor actividad de la PAL,
que su vez coincide con un aumento en los niveles de SA en las plantas, esto indica

que la RSA es inducida por Trichoderma.

Varios autores han reportado que ambas vias son antagdnicas, debido que el SA

inhibe la sintesis de JA, sin embargo bajo ciertas condiciones, como por ejemplo la

3 ) . . N . . .

Los hongos enddfitos se dispersan en todos los tejidos vegetales, es decir que viven al interior de la planta
4 . . . . s . o . e

Convierte el S-adenosil-L-metionina en 4cido 1-amino-ciclopropano-1 carboxilico (ACC) que es el precursor
en la sintesis de etileno
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interaccion con ciertos microorganismos, puede haber un sinergismo entre ambas
vias dependiendo de las moléculas efectoras y factores transcripcionales que estén
presentes en el medio (Spoel et al., 2003; Pieterse y Koornneef, 2008; Van der Ent, et
al., 2009; Rangel, et al., 2010).

Recientemente se ha reportado que cuando los niveles de JA y SA son bajos, tanto la
RSI como la RSA son activadas, habiendo expresiéon de los genes PDF1.2 y PR-1a,
sin embargo, cuando el nivel de SA es mayor que el de JA, se inhibe la expresion de
PDF1.2 reprimiéndose la RSI (Ledn et al., (2010) por mecanismos redox, en el cual
esta implicado el GSH (Koornneef et al., 2008; Vivancos et al., 2010). Este efecto
sinérgico se encuentra modulado principalmente por el etileno que contrarresta el
efecto del SA sobre el JA, lo que le da un papel de modulador de ambas vias,
regulando la expresién de la enzima PAL encargada en la sintesis de los precursores
de SA (Soresh et al., 2005) que a su vez modula los niveles de GSH (Koornneef et al.,
2008; Vivancos et al., 2010) y activa la RSI (Kato et al., (2000; Shoresh et al., (2005).
Es decir un inductor de la RSI es capaz de inducir la sintesis de SA que se relaciona
con la RSA.

El orden en el cual se inducen ambas vias es de gran importancia para que tanto RSI
como la RSA sean sinérgicas. Primeramente debe prenderse la RSI y luego la RSA,
debido que el SA induce la expresion de un represor que se une a la caja GCC de la
region promotora de PDF1.2 impidiendo la union del activador transcripcional ORAS9
bloqueando la transcripcion. Este factor transcripcional es inducido por el JA 'y etileno,
y para que se desarrolle el efecto sinérgico deben actuar en conjunto, de otra forma la
RSI quedaria inhibida por el efecto del SA (Leodn et al., 2010).

Con esto queda claro que existe un efecto sinérgico entre ambas vias bajo ciertas
condiciones dependiendo de los factores ambientales (Harman et al., 2004), debido
que los resultados obtenidos en este trabajo indican que la induccién de la RSA y RSI
es importante. Por un lado los jasmonatos incrementan la expresion de los genes
implicados en la via de sintesis del glutation (Xiang y Oliver, 1998) mientras que los
salicilatos actuan disminuyendo los efectos téxicos de las especies reactivas de

oxigeno (Zhou et al., 2009), generadas por los metales pesados.
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Ademas el estudio de Martinez et al (2001) indica que en plantas de melon (Cucumis
melo) bajo la interaccién con Trichoderma longibrachiatum se induce tanto RSl y RSA,
registrando un mayor indice de resistencia a Sphaeroteca fulginea, lo que podria
indicar que la induccién de ambas vias de resistencia sistémica también podrian
disminuir los efectos toxicos causados por metales pesados o generar una resistencia
a éstos, justificandose con los reportes de Xiang y Oliver (1998) que indican que los
inductores de la RSI y la RSA (jasmonatos y salicilatos, respectivamente), inducen la

expresion de GSH1 y GSH2 en Arabidopsis thaliana.

Una vez detallado el mecanismo del GSH para aliviar el estrés oxidativo y las
moléculas que inducen su sintesis, hay que tomar en cuenta que en los ultimos afos
los niveles de contaminantes en el suelo han aumentado considerablemente. Por
estas razones es importante tomar medidas para reducir, retener o transformar el
mercurio presente en los ecosistemas empleando tecnologias de remediacion
ambiental. Algunas medidas emplean métodos fisicos y quimicos para remediar
suelos contaminados. Mientras que otros se basan en los mecanismos naturales que
presentan algunos organismos para limpiar los suelos, a esto se denomina

biorremediacion.

2.5 Medidas de remediacion

La contaminacion genera una gran problematica ambiental repercutiendo en la salud
del hombre, motivo por el cual se han desarrollado técnicas fisicoquimicas para
reducir o eliminar las concentraciones de varios contaminantes, tales como la
electroremediacion y el lavado de los suelos, sin embargo son poco accesibles debido
a los altos costos (Volke et al, 2005; Tabak et al, 2005) y que algunas de ellas
generan contaminacion secundaria siendo necesarios tratamientos adicionales (Liang
et al., 2009 in Zawiercha y Malina, 2011). Una alternativa viable es la bioremediacion,

que cuenta con dos vertientes: la fitorremediacion y la aplicacion de microorganismos.

La fitorremediacion emplea plantas hiperacumuladoras, de condicion silvestre o

transgénicas, resistentes o tolerantes a metales pesados almacenandolos en sus
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tejidos, disminuyendo de esta manera la biodisponibilidad en el suelo. Por otro lado
ciertos microorganismos son capaces de biodegradar moléculas de compuestos
organicos o bioacumular metales pesados (Zawiercha y Malina, 2011). Ademas,
algunos son capaces de inducir el crecimiento vegetal y al ser resistentes a gran
cantidad de contaminantes (Argumedo et al., 2009), debido que para limpiar
superficies grandes de contaminantes se requiere de plantas que generen la biomasa

suficiente para acumular los metales (Hussein et al., 2007).

Ambas medidas de biorremediacion son eficaces en la destoxificacion de ambientes
contaminados con hidrocarburos y metales pesados (Zawiercha y Malina, 2011). Sin
embargo, es necesario conocer el ciclo biogeoquimico del contaminante asi como las
caracteristicas fisicoquimicas y edaficas del sitio para determinar la accion a
desarrollar, debido que los organismos presentan un umbral para su actividad
bioremediadora (Krantz y Schnuirer, 1993; Kredics et al., (2001; Tabak et al., 2003;
Tabak et al., (2005; Zawiercha y Malina, 2011). Es decir, seria preciso emplear
microorganismos nativos cuando las condiciones ambientales no permitieran el
desarrollo de las plantas hiperacumuladoras o utilizarlas cuando las caracteristicas del
suelo no permitieran el desarrollo de los microorganismos o interfieran con los
procesos de éstos para remediar el ambiente. Sin embargo, los metales pesados y
metaloides dificilmente son transformados por procesos microbianos, por ello éstos
emplean otros mecanismos tales como la biosorcién, bioacumulacién y la
biotransformacion, esta ultima ya sea por reduccién o metilacion generando su

volatilizacion (Alexander, 1999).

Los tres procesos han sido bien definidos en procariotas con la identificacion del
operon mer, que integra 6 genes; merR y merD que son reguladores, merP y merT
que codifican para proteinas transportadoras de Hg, merA que codifica una reductasa
que reduce de Hg** a Hg® y el merB que codifica para una organomercurial lyasa que
rompe las moléculas organomercuriales como el metil mercurio (CHs;Hg) (Tabak et al.,
(2005).

Con los genes merA y merB se han generado plantas transgénicas de Arabidopsis

thaliana y Nicotiana tabacum, mostrando una gran resistencia a elevados niveles de
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Hg®, Hg?**, CHsHg y CsHsHgO, que resultarian letales para los genotipos silvestres, es
importante indicar que dichos estudios se han efectuado bajo condiciones in vitro (Rug
et al., (1996; Bizily, et al., (1999; Patra y Sharma, 2000; Meagher, 2000; Rugh, 2001;
Meagher y Heaton, 2005; Hussein et al., (2007) y aun falta evaluar bajo condiciones in
vivo. Es importante hacer hincapié en esto porque su comportamiento podria ser

distinto a lo que se observa bajo condiciones de laboratorio.

No obstante, en hongos se han reportado algunos hongos filamentosos capaces de
destoxificar ambientes contaminados con metales pesados mediante biosorcion o
bioacumulacion (Figura 2.1), siendo estos mecanismos los mas estudiados y
empleados en comparacién con la transformacion de los metales. Sin embargo, unos
cuantos hongos presentan mecanismos de biotransformacién. A continuacion se

describen brevemente los tres mecanismos:

1) Biotransformacion: Se tiene conocimiento que algunas levaduras como Candida
albicans y Saccharomyces cerevisae metilan Hg** generando su volatilizacién
mientras que en hongos filamentosos se ha reportado la biotransformacion de
distintos metales causando su volatilizacion, por ejemplo Alternaria alternata metila
Se, Fusarium spp. reducen el telurito (Te032') a Te® mientras que Fusarium
oxysporium, Gliocladium roseum, Penicillum spp. y Candida humicola metilan el As,
selenitos (Se05%) y selenatos (Se0,%) (Gadd, 2001; Sing, 2006).

2) Biosorcion: Ocurre cuando los contaminantes se adsorben a la pared celular, este
proceso no es metabdlicamente activo al no utilizar ATP debido a la atracciéon
electrostatica entre los metales pesados que poseen carga positiva y la pared celular
0 polimeros sintetizados y excretados por el microorganismo que presentan carga
negativa (Alexander, 1999; Gadd, 2001; Singh, 2006). Por lo tanto mediante este
proceso se puede remediar ambientes contaminados con altas concentraciones de
metales pesados, aunque inhiban o disminuyan la actividad metabdlica de los
microorganismos, ya que para estos fines generalmente se ocupa la biomasa

inactivada por calor.
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Por ejemplo se ha reportado que el micelio vivo de Funolia trogii y Phanerochaete
chrysosporium remueven respectivamente 333.0mg/g y 66mg/g de Hg®*, mientras que
la biomasa muerta remueve concentraciones mayores, 403.2mg/g y 112.0mg/g Hg(ll),

respectivamente (Sinhg, 2006).

El pH es uno de los factores fisicoquimicos del suelo que afectan la biosorcién y varia
dependiendo del microorganismo. Las plantas generalmente acidifican los suelos al
secretar metabolitos y acidos organicos que sirven de estimulo para que los
microorganismos de la rizosfera las colonicen los tejidos vegetales (Meagher y
Heaton, 2005). ElI pH basico incrementa la biosorcion de metales en la bacteria
Bacillus subtilis B. megaterium y Desulfovibrio desulfuricans (Bizily et al., 1998;
Alexander, 1999; Gadd, 2001) pero en hongos del género Trichoderma es necesario
un pH acido (Krantz y Schnurer, 1993). Sin embargo, respecto a los hongos dicha
capacidad depende del microorganismo y del metal, por ejemplo la biosorcion de Cr,
Ni, Zn y Pb por Penicillium chrysogenum es inhibida en pH inferiores a 3 y por debajo
de 4 disminuye la biosorcién de Cd, pero la biosorcidon de todos éstos incrementa con
pH basicos (Zaid et al., 2011).

Otro factor importante es la complejidad de la pared celular (Zaidi et al., 2011), lo
anterior dado que se ha reportado que matrices con quitina (un polisacarido de la
pared celular de los hongos y del exoesqueleto de los insectos) adsorben 10 mmol/Kg
de Hg, en tanto que el micelio de Trichoderma adsorbe hasta 50 mmol Kg”' de Hg,
(Krantz y Schnurer., 1993; Krantz et al., (1995; Alexander, 1999; Dana et al., (2006).

3) Bioacumulacion: Este mecanismo requiere actividad metabdlica, debido que se
activa la ruta de asimilacion de azufre® para producir cisteina (Xiang y Oliver, 1999) la
cual es utilizada para la sintesis de proteinas quelantes denominadas metalotioneinas
(Cobbett, 2000; Cobbett y Goldsbrough, 2002) o para la biosintesis del glutation
(GSH). EI GSH es importante para la sintesis de fitoquelatinas, los cuales son

péptidos quelantes. Tanto las fitoquelatinas como las metalotioneinas, forman un

6 S . L - .
Para la asimilacién de azufre es necesaria expresion de la 5-adenililsulfato [APS] reductasa, cuyo gen se encuentra coordinado con los genes de
la via del GSH que se inducen ante estrés por metales pesados.
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complejo con los metales pesados que es transportado al interior de las vacuolas
utilizando proteinas transportadoras del tipo ABC (Figura 2.1) (Quig, 1998; Gutiérrez
et al., (2005; Raspanti et al., (2009). Estos complejos han sido observados mediante
microscopia electronica como granulos, los cuales brindan a las colonias de los
microorganismos pigmentaciones caracteristicas dependiendo del metal. Por ejemplo
el Se y Te generan coloraciones rojas y obscuras respectivamente (Gadd, 2001). De
este modo los microorganismos disminuyen los niveles de metales pesados en el
medio ambiente y su biodisponibilidad para las plantas. Por lo tanto, para este fin los

microorganismos deben de estar vivos a diferencia del mecanismo de biosorcion.

CLAMIDOSPORA INTERCALAR PARED CELULAR
2 e

|‘/ )

SEPTOS

Figura 2.1 Esquematiza el segmento de una hifa septada, bajo un ambiente de estrés
con clamidospora, para mostrar los mecanismos de 1) biosorcion de metales pesados
en la pared celular, por atraccion electrostatica el metal con carga (+), en este caso
Cd representado con circulos, se une a la pared celular que tiene carga (-),
representada de color mamey. 2) La bioacumulacion, los metales pesados entran al
citoplasma mediante transportadores que acarrean micro o macronutrientes, donde
participa un transportador transmembranal de la vacuola del tipo ABC; la vacuola se
esquematiza de color verde y en su contorno las proteinas ABC de color morado,
mientras que el complejo PC+Cd de color amarillo. Para este mecanismo participan
dos enzimas, la primera es la y-glutamil cisteinil ligasa (codificada por GSH1) que une
glutamnina y cisteina, la otra enzima es la GSH sintetasa (codificada por GSH2) que
se encarga de formar un polimero de [y-glutamil cisteina], al cual le afiaden glicina, de
esta forma se genera el GSH. El GSH es un tripéptido con actividad antioxidante que
disminuye los efectos tdxicos de las especies reactivas de oxigeno. No obstante el
GSH es el sustrato de la enzima fitoquelatin sintetasa (PCs) para producir
fitoquelatinas. Las fitoquelatinas (PC) son péptidos que forman un complejo con los
metales y son transportados al interior de las vacuolas, donde es almacenado e
impedir que dafe las membranas, debido que los metales generan ROS mediante la
reaccion de Fenton.
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Considerando que todo anteriormente mencionado pero sobretodo que 1) las plantas
transgénicas de Nicotiana tabacum y Arabidopsis thaliana con genes de Trichoderma
spp. que codifican para quitinasas (Chit33 y Chit44) y la glutation-S-transferasa (gst)
(Dana et al., 2006; Dixit et al., 2011) y 2) que la sobreexpresion del gen CABPR1 (que
codifica la proteina PR-1a proveniente de plantas de chile Capsicum annumm) en las
plantas de N. tabacum (Sarowar et al., 2005) disminuyen significativamente los dafios
causados por fitopatégenos y la toxicidad por metales pesados, se planteo que la
aplicacion de cepas de Trichoderma sp. resistentes a Hg2+ disminuyan
significativamente los efectos toxicos éste en A. thaliana. Debido que, Trichoderma
spp., cuenta con las caracteristicas como agente bioremediador (Mrozik y Piotrowska-
Segel, 2009 in Zawiercha y Malina, 2011).

Ademas, Trichoderma spp., inducen la sintesis de jasmonatos, estos a su vez inducen
la expresion de PR-1a e incrementan la expresion de GSH1 y GSH2. La interaccién
de Trichoderma spp. con Arabidopsis thaliana podria disminuir los niveles de Hg®* en
los tejidos vegetales y podria inducir la resistencia a Hg** probablemente relacionada
por la induccion de la RSI, en la cual estan involucrados los jasmonatos. La hipotesis
anterior surge porque Trichoderma sp. es capaz de degradar el cianuro de potasio,
intensificandose al interactuar con plantas de trigo (Triticum aestivum) o chicharo
(Pisum sativum) (Ezzi y Lynch in Argumedo et al., 2009), lo cual indica que durante la
interaccion con las plantas se modifica la expresion de los genes (Bailey et al., 2006) y
en este caso se pudiera intensificar la expresion de la enzima que degrada el cianuro
de potasio, de tal manera que Trichoderma representa una alternativa viable en la
fitorremediacion, en este caso potencializando la degradacién de cianuro de potasio

en los suelos.

Por lo tanto, se efectuaron ensayos de interaccion Trichoderma spp.-Arabidopsis
thaliana encontrando que los genes implicados en la via de sintesis del glutatién se
inducen indirectamente con la expresion de PDF1.2 y PR-1a, los cuales se emplearon
Como genes marcadores de la produccion de jasmonatos y salicilatos,
respectivamente inducidos por Trichoderma, encontrando también que durante la

interaccion las plantas disminuyeron los efectos téxicos del HgCl,.
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2.6 ¢Por qué trabajar con Trichoderma spp.?

Los hongos del género Trichoderma son facil aislamiento, al no requerir de nutrientes
ni condiciones especificas para su crecimiento, ademas generan abundante biomasa,
lo cual es importante porque hacen que su cultivo sea econémicamente redituable.
Ademas, el ser hongos cosmopolitas indica que son facilmente adaptables a cualquier
ambiente y que presentan mecanismos de resistencia al 1) biodegradar xenobidticos o
2) biotransformar xenobidticos o 3) bioacumular metales pesados, porque han sido
aislados de sitios contaminados con éstos (Argumedo et al., 2009). Estas
caracteristicas son importantes ya que son las esenciales para elegir
microorganismos con fines de biorremediacion (Mrozik y Piotrowska-Segel, 2009 in

Zawiercha y Malina, 2011).

Otra caracteristica importante por la cual se determino emplear a Trichoderma spp.,
es que estos inducen el crecimiento vegetal y la biosintesis de salicilatos, etileno y
jasmonatos. Los jasmonatos son fitohormonas involucradas en varios procesos
fisiologicos, entre ellos la induccién de la RSI. Pero se ha reportado que los
jasmonatos inducen un aumento de la expresidn de los genes de estrés oxidativo
(GSH1 y GSH2), los cuales son expresados normalmente en la célula e inducidos
ante situaciones de estrés (Xiang y Oliver, 1999). Por lo que se ha sugerido que los
jasmonatos estén relacionados con la resistencia a metales pesados (Maksymiec et
al, 2007).

Ademas, actualmente existen bioinsecticidas y biofungicidas en el mercado
formulados con Trichoderma spp., ya que son agentes de control biolégico altamente
eficaces y versatiles al parasitar hongos patdégenos (micoparasitismo), competir con
otros microorganismos por nutrientes y/o espacio (competencia) o producir

metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana (antibiosis).

Es decir, Trichoderma es un hongo versatil con potencial como agente de control
biolégico y bioremediador, por lo que es importante continuar investigando las
especies de este género fungico para aprovechar su potencial a favor del ambiente y

combatir plagas.
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. JUSTIFICACION

El Hg® es uno de los metales que provocan problemas en los ecosistemas y generan
serios dafios a los seres vivos. Las técnicas clasicas de remediacion son poco
accesibles y causan contaminacion secundaria. Por ello se deben buscar alternativas,
utilizando microorganismos, plantas o asociaciones entre estos. De este ultimo punto
no se ha abordado el tema con respecto a su potencial biorremediador, por lo tanto es

importante desarrollar investigaciones al respecto.

Trichoderma spp., son microorganismos que han sido utilizados ampliamente en el
control bilégico de hongos fitopatégenos. Otro mecanismo adicional al control de
enfermedades en plantas de estos microorganismos esta dado por su capacidad de
establecer relaciones simbidticas con las plantas, lo cual conlleva a una promocién del

crecimiento vegetal.

Ademas, los hongos del genero Trichoderma son microorganismos cosmopolitas al
grado que han llegado a encontrarse en zonas contaminadas por xenobiéticos como

petroleo, metales pesados, insecticidas, entre otros contaminantes.

Debido que el acido salicilico y acido jasmonico al aplicarlos exdgenamente a plantas
induce la expresion de los genes involucrados en la sintesis de glutation y que
Trichoderma spp. inducen las vias asociadas a estas fitohormonas, en el presente
trabajo pretendemos analizar el papel de esta asociacién para que las plantas
contiendan con metales pesados como el mercurio. De este modo podria plantearse
que la asociacion de las plantas con Trichoderma spp., sea una alternativa que mejore

la fitorremediacion de ambientes contaminados por mercurio.

IV. HIPOTESIS

La simbiosis de las plantas de Arabidopsis thaliana con hongos del género

Trichoderma spp., conferira resistencia a mercurio en las plantas.
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V. OBJETIVOS

e Objetivo General

Aislar microorganismos benéficos a plantas, para determinar su potencial como
agentes que incrementen la respuesta al estrés por mercurio al analizar la induccion
de genes implicados en la destoxificacion de metales pesados en las plantas
empleando como modelo Arabidopsis thaliana. Determinar si la asociacion

Trichoderma-A. thaliana incrementa la tolerancia o resistencia a mercurio.

¢ Objetivos Particulares

1. ldentificar especies del género Trichoderma de las cepas aisladas en suelos

contaminados con mercurio.

2. Determinar los niveles de resistencia a mercurio en las distintas cepas aisladas

de Trichoderma.

3. Determinar los efectos toxicos y la dosis letal de HgCl, en Arabidopsis thaliana.

4. Evaluar los efectos toxicos del HgCl, en A. thaliana inoculadas con las distintas

cepas de Trichoderma bajo condiciones de invernadero.

5. Determinar el patron de expresion de los genes implicados en la via de sintesis
de glutatién y los niveles de Hg* en las raices y partes aéreas de las plantas

inoculadas con Trichoderma spp. en presencia de HgCl,.
6. Determinar el patron de expresion de los genes asociados a la Resistencia

Sistémica Inducida (RSI) y Adquirida (RSA) en A. thaliana en presencia
Trichoderma y HgCl,.
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VI.  METODOLOGIA
6.1 Muestreo

Los puntos de muestreo fueron 1) la zona arqueoldgica de Ranas ubicada a
99°33'54.72"'de latitud oeste y a 20°55°30.74"" de latitud norte, 2) la zona
arqueolégica de Toluquilla ubicada a 99°31°52.49"" de latitud oeste y a 20°532.35"" de
latitud norte. Ambas zonas constan de vegetacion de pino-encino y 3) Nuevo San

Joaquin (donde se cultivan hortalizas y manzana para el autoconsumo).
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Figura 6.1. Principales zonas mineras del Estado de Querétaro. Muestra las distintas
minas del Estado de Querétaro de las cuales se extrae oro, zinc, plata, plomo, cobre
antimonio y mercurio, se marca con una estrella roja el aérea de estudio. Tomado de
Panorama Minero del Estado de Querétaro, Secretaria de Economia 2010.

Se colectaron muestras de raiz y suelo a 10 cm de profundidad y se almacenaron en

bolsas con cierre hermético a temperatura ambiente hasta su procesamiento.

6.2 Aislamiento y caracterizaciéon de Trichoderma.

6.2.1 Aislamiento y preservacion de cepas

Se pesaron 0.5 g de raices que se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5ml, se elimind

la carga microbiana superficial con hipoclorito de sodio al 5% por 5 minutos y se
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enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril. Posteriormente los cortes de raiz se
trituraron e inocularon en cajas Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA), y se

incubaron a 28°C una semana.

Se generaron cultivos puros, de los cuales se colectaron las conidias a los siete dias,
colectandolas en tubos Eppendorf con agua destilada estéril. De éstos se generaron
stocks con glicerol al 20% para su preservacion a -80°C. Los stocks de uso frecuente

solo se les agrego6 agua destilada estéril y se almacenaron a 4°C.
6.2.2 Identificacion de cepas

Las cepas se identificaron facilmente por su morfologia macroscopica, sin embargo se
confirmo el género Trichoderma mediante sus caracteristicas microscépicas
empleando las claves taxondmicas para hongos imperfectos de Barnett y Hunter
(1972). El nivel de especie se determiné empleando las claves taxondmicas de Gams
et al., (1998) y Samuels et al., (2011).

Como cepa de referencia se empleo a T. atroviride cepa IMI 206040 (referida en

adelante como IMI).

6.2.3 Caracterizacion molecular de las cepas

Un disco de crecimiento micelial activo de cada cepa fue inoculado en PDA con un
papel celofan estéril, colocado sobre el medio y se incubaron a 28°C por 72 horas. El
micelio se colectd y molié en nitrégeno liquido. EI DNA se extrajo siguiendo el método
de Reader-Broda (1985), basado en extracciones con fenol-cloroformo-alcohol

isoamilico (25:24:1 viviv).

Mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se amplificd la region
espaciadora transcrita interna (ITS), que incluye al 18S RNAr, utilizando los
oligonucledtidos  ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") del rDNA, amplificando un fragmento de
aproximadamente 700 pares de bases (pb) (White et al., 1990; Kubicek et al., 1998;

Pérez et al., 2008), empleando la DNA polimerasa Platinum® Taq (Invitrogen®) con el
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siguiente programa de amplificacion: 95°C por 5 minutos (desnaturalizacién) seguido
de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos (desnaturalizacion), 60°C por 45 segundos
(alineamiento), 72°C por 1.5 minutos (extension), seguido por una ultima extension
final de 72°C por 8 minutos. Para verificar el producto de PCR, se efectu6 una

electroforesis en gel de agarosa al 1% (Anexo A2).

El producto de PCR se ligd en el vector pGEM® (PROMEGA), siguiendo las
indicaciones del fabricante y se transformaron células tratadas con Ca?* competentes
de Escherichia coli TOP10 F" y se seleccionaron en medio LB con carbenicilina
(Sambrook, et al., 1987) (Anexo A3). EI DNA plasmidico se extrajo por el método de
lisis alcalina (Birboim y Doly in Sambrook, et al., 1987) (Anexo A4). La presencia del
inserto en el plasmido se comprobo por digestidon utilizando la enzima de restriccidon
Eco RI y por electroforesis en gel de agarosa al 1% (Anexo A5). Las muestras fueron
purificadas utilizando columnas del kit Wizard® PCR Preps DNA Purification System

(Promega®), bajo las especificaciones del fabricante para su posterior secuenciacion.

Los acidos nucleicos se cuantificaron por espectrofotometria con el equipo nanodrop
(Thermo® scientific) y se alicuotaron a una concentracion de 200 ng/ul para su
secuenciacion por el método de Sanger et al., (1977), utilizando el secuenciador 3130
Genetic Analizer (Applied Biosystems) del LANBAMA (Laboratorio Nacional de
Botecnologia Agricola, Médica y Ambiental). Los hongos se identificaron al comparar
las secuencias nucleotidicas de cada cepa con las bases de datos de la NCBI usando
el algoritmo BLAST X’ (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi; Altschul et al., 1990;
Curran y Bugeja, 2005).

6.2.4 Caracterizacion de la resistencia a mercurio de cepas de Trichoderma spp.

Los niveles de resistencia a Hg en las distintas cepas de Trichoderma spp. fueron
determinados, inoculando 5 pl de conidias en un extremo de una caja Petri con PDA
adicionado con distintas concentraciones de HgCl,. Los tratamientos empleados
fueron 0, 25, 50, 75,100, 150, 200 y 250 pg/ml de HgCl,. Cada 12 horas se registro el
crecimiento radial para generar las curvas de crecimiento. Con estos datos se

calcularon los porcentajes de inhibicion o porcentaje de tolerancia para cada cepa

7 BLAST por sus singlas en ingles, Basical Local Alingnment Sequence Tool
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como lo determinan Ezzoubhri et al., (2009) utilizando la formula de Sundar et al., que

se muestra a continuacion (1995, Sarkar et al., 2010).
PI=""*100
X

Donde X es el diametro de las colonias creciendo en medio de cultivo sin HgCl,, y Y
es el diametro de las colonias creciendo en medio con HgCl,. Como control se empled
la cepa de referencia IMI 206040 de T. atroviride. Una vez tomadas las mediciones,
los cultivos en 0 y 75 ug de HgCl, fueron empleados para determinar la concentracion
de Hg®" en la biomasa, se colectd y congeld el micelio en nitrégeno liquido. Las
muestras se digirieron con acido nitrico (HCl: HNOj3) en horno de microondas a 175°C
por 30 minutos (147-SEMARNAT/SSA-2004). Posteriormente se cuantifico la

concentracion de Hg por espectroscopia de plasma acoplado inductivamente (ICP).
6.2.5 Produccién de compuestos indolicos por Trichoderma

La produccion de compuestos indolicos se determind por colorimetria utilizando el
reactivo de Salkowski (Anexo C1), elaborado con acido perclérico para intensificar el
potencial oxidativo y brindar mayor sensibilidad a la reaccion (Sarwar y Kremer, 1995;
Mantilla, 2007).

Se inocularon discos de crecimiento activo en 150 ml de medio Murashige-Skoog
(MS, por sus siglas en inglés, marca Phytotechnology Laboratories®) con 200 pg/ml™
de triptéfano, debido que es el precursor para la biosintesis de compuestos inddlicos.
Como control se emplearon cultivos sin triptéfano. El periodo de incubacion fue de 14
dias a 28°C sin agitacion. Como control positivo se empleo la bacteria Bacillius
thuringiensis, la cual se sabe es productora de indoles. Los cultivos se decantaron, se
centrifugaron por 15 minutos a 8000 rpm, y se filtraron a través de una membrana

Milipore de 0.45um.

El andlisis se efectué con de 1 ml del filtrado, 2 ml del reactivo de Salkowski y 200 pl
de acido ortofosférico, homogenizando perfectamente por agitacion y dejando reposar

por 30 minutos a temperatura ambiente, las reacciones se protegieron de la luz para
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evitar la degradacion de los compuestos inddlicos. Se registraron las absorbancias a
530 nm.

Para las muestras con tript6fano se empleo medio MS con triptéfano como blanco,
mientras que para las muestras sin triptéfano el blanco consistié unicamente de medio
MS. La concentracién de compuestos inddlicos se determindé por medio de la curva
estandar utilizando acido indolacético (IAA, por sus siglas en inglés) comercial

(Sigma-Aldrich®) (Anexo C2). Las reacciones se efectuaron por triplicado.
6.2.6 Colonizacion de Arabidopsis thaliana por Trichoderma spp.

La capacidad de Trichoderma spp. para colonizar a Arabidopsis thaliana se determiné
bajo condiciones de invernadero. Se inocularon grupos de 25 plantas de A. thaliana
de 7 dias de edad con 5X10° conidias de las distintas cepas de Trichoderma con un
periodo de interaccion de 14 dias. Por cada grupo de plantas, se seleccionaron

aleatoriamente 6 plantas de cada grupo de plantas inoculadas.

Estas plantas fueron tratadas con etanol al 50% por 30 segundos, seguidas de un
lavado con hipoclorito de sodio al 10% por 15 minutos y se enjuagaron 4 veces con
agua bidestilada estéril (Rebolledo et al., 2006). Una vez desinfectadas se colocron
por separado la parte aérea y la raiz en agar MS (Anexo B3) y se incubaron a 26°C
con una humedad relativa del 65% e iluminacion con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h

oscuridad.

Se consideraron como controles aquellas plantas que no fueron inoculadas con
Trichoderma. El porcentaje de colonizacion se determind mediante la siguiente
férmula:

o, nUmero de plantas con crecimiento fUngico
% de colonizacion = total de plantas x 100

Ademas se efectuaron diluciones seriadas con muestras del sustrato para corroborar

la presencia de Trichoderma spp.
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6.2.7 Capacidad de volatilizacién de mercurio por Trichoderma

La técnica de X-ray (Nakamura et al., 1990) fue utilizada para detectar de manera
cualitativa y rapida la volatilizacion de mercurio. Esta técnica se ha empleado en
bacterias y levaduras con la capacidad de efectuar la reaccion de reduccién de
mercurio generandose vapores de éste. A la fecha, esta técnica no ha sido empleada

en hongos filamentosos.

Se utilizaron placas de microtitulo de 96 pozos, a cada pozo se le afiadieron 200ul de
PDB, cada fila de la placa fue destinada para una cepa distinta inoculando 10ul de
conidias por pozo. Las placas se incubaron a 26°C con una humedad relativa del 65%

e iluminacién constante por 8 dias.

Después de este tiempo, se aplicaron los tratamientos que constaron de 20, 40, 60,
80 y 100ug de HgCl,, como control positivo se utilizo PDB con HgCI, + cloruro de
aluminio 2M, donde este Ultimo genera una reaccion de reduccion del Hg?*, por lo que
se producen vapores que son detectados por la placa. Como control negativo se

considero el PDB.

El arreglo de los tratamientos en las placas de microtitulo se muestra en la Figura 6.2.
En el cuarto obscuro y con la luz roja de seguridad se colocé la placa de rayos X
(Amersham hyperfilm ECL L&G®) sobre la placa de microtitulo, incubandola a
temperatura ambiente, protegiéndola de la luz y cerrandola con pinzas a presion para
garantizar que la placa de rayos X estuviera en contacto con las muestras (Figura

6.3). El experimento se efectud con tiempos de exposicion a 12, 24 y 48 horas.

La placa de rayos X se revelé manteniéndola 1 minuto en la solucién de revelado,

posteriormente 1 minuto en agua corriente y 1 minuto en la solucién fijadora.
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POZ0S DESTINADOS AL COMTROL MEGATIVO (POZOS
COM PDB SIN TRICHODERMA)Y

POZOS SINHADA

CEPA IMI 206040

CEPA 20-0

CEP& 20-F

CEPA 11

POZOS SINHADA

POZ0S DESTINADOS AL CONTROL POSITIVO
(CLORURD OE ALUMMIO 2143

0 ug de cloruro de 20 ug de cloruro 40 ug de eloruro B0 ug de cloruro de [ 80 ug de cloruro de 100 ug de clorura de
mercurio de mercurio de mercurio mercurio mercurio mercurio , pozos vacios

Figura 6.2. Arreglo de la placa de microtitulo que indica los pozos inoculados con las
distintas cepas y la posterior aplicacion de los diferentes tratamientos con HgCl,.

Figura 6.3 Procedimiento para detectar la capacidad de de las cepas de Trichoderma
para volatilizar el Hg®*. En (A) se muestra la placa en la cual inocularon las cepas y los
tratamientos de HgCl, a la cual posteriormente se le colocé la placa de rayos X (B). El
dispositivo se cerré colocando pinzas a presion (C) para que los vapores de Hg*no se
pierdan y sean detectados por la placa.

También se determind cuantitativamente la concentracion de Hg** que fue volatilizado
por cada cepa. Para esto, en un matraz de 1000ml con 60ml de medio PDB, se
inocul6 con 5 pl de conidias de cada cepa. Los hongos se dejaron crecer por 7 dias a
25-28°C.

Posteriormente se les afadiéo HgCl,, la concentracion final en el medio fue de 100 ug
de HgCl,. Los matraces se taparon herméticamente empleando tapones con valvulas
(Figura 6.4). Por duplicado y en matraces independientes, a las 3, 6 y 24 horas
posteriores a la aplicacion del tratamiento se abrid la valvula para permitir el flujo de
aire de una bomba para acuario con un caudal de 1.5 L/ml durante 5 minutos. El Hg
volatil fue retenido en una trampa con 20 ml de permanganato de potasio (KMnQ,) al
0.6% y acido sulfarico (H2S04) al 5%. El Hg® es insoluble en solucién, el KMnO, es un
agente oxidante y el Hg® se solubiliza en la solucién. Las muestras fueron

almacenadas a 4°C hasta su analisis. La determinacion de Hg fue mediante
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espectrofotometria de absorcién atémica (EAA, por sus siglas en espariol) (Perkin
Elmer® Analyst 100) por el método de vapor frio empleando un generador de hidruros
(Perkin Elmer® MH-15). La concentracién de Hg®* por m?, fue determinada con la

siguiente férmula:

% (vol.de la trampa en ml)

¢= K()(10-3)

Donde pg/L es el valor dado por EAA; K es el caudal de la bomba (1.5 ml/L) y t es el
tiempo que se permitio el flujo de aire (5 minutos). La concentracion de Hg obtenida
por ICP esta dada en ppb (pg/L), motivo por el cual se tiene que convertir a ppm

(ug/ml).

Figura 6.4 Sistema para determinar cuantitativamente Hg® volatil por Trichoderma spp.
En el matraz de 1000 ml se crece el hongo, mientras que el matraz cubierto contiene
KMnQ, al 0.6% que funciona como trampa.

6.3 Toxicidad y determinacibn de concentraciones de mercurio en

Arabidopsis thaliana

Como modelo experimental de la interaccién planta-microorganismo para se empled
la planta modelo Arabidopsis thaliana ecotipo Col0O, debido que presenta un ciclo de
vida corto y no es hiperacumuladora de metales pesados como A. halleri (Huai et al.,
2006). Para determinar la concentracion de HgCl,, fue necesario conocer los efectos
toxicos que éste causa a las plantas tanto en condiciones in vitro como in vivo (bajo
condiciones de invernadero en un modelo semihidropdnico), para lo cual se efectud lo

siguiente:
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Se determinaron las dosis inhibitorias de la germinacién y las dosis letales en
plantulas. Para estos experimentos, las testas de las semillas de A. thaliana se
desinfectaron con etanol al 70% por un minuto e hipoclorito de sodio al 20% por 6
minutos, se colocaron en medio MS incubandolas en una camara de crecimiento con

las mismas condiciones enunciadas en la seccion anterior.

La dosis inhibitoria de la germinacion se establecid in vitro bajo los tratamientos con
0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 6 y 12 yM de HgCl,. La dosis letal en las plantulas se determin6
bajo condiciones in vitro e in vivo, ésta ultima se evalué en un sistema semi-
hidroponico con vermiculita que es un sustrato inerte cuyo pH es neutro. En
condiciones in vitro, las plantulas de 2 dias de edad se transfirieron a medio MS con
0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 6, 12 y 20 yM de HgCl, y cada 12 horas se observaron los

efectos toxicos y se registro el crecimiento radicular.

Para determinar la dosis letal en condiciones semihidroponicas, las semillas
germinadas fueron transferidas a charolas de unicel con el sustrato previamente
humedecido y drenado. Por una semana y sin permitir el drenaje, cada pozo se rego
con 20 ml de medio MS al 3%, el libre drenaje se permitié al cumplir dos semanas y al
dia siguiente se aplicaron los tratamientos con 5, 10, 20 y 40 yM de HgCl, (150 ml de
medio MS: 50 de la solucion de HgCl,), nuevamente se impidié el drenaje para
mantener una concentracion de mercurio constante. El riego fue con la solucion

nutritiva baja en sales Hoagland al 0.5% (Hoagland y Arnon, 1950) (Anexo B4).

6.3.1 Efectos del mercurio en el sistema Trichoderma-Arabidopsis y disefio

experimental

Una vez determinados los efectos del mercurio en plantas de Arabidopsis y después
de haber caracterizado las cepas de Trichoderma, se diseharon experimentos para
evaluar la interaccion de Arabidopsis-Trichoderma y determinar la respuesta generada

en las plantas por efecto del hongo bajo un estrés inducido por mercurio.

Las semillas de A. thaliana se desinfectaron de la forma descrita en la seccién 6.3, las
cuales se transfirieron a un sistema semi-hidroponico 48 horas posteriores a la

germinacion. Se formaron cuatro grupos de 125 plantas, éstas fueron inoculadas con
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una cepa fungica distinta a los siete dias de edad. Todas las plantas fueron

inoculadas con 5x10° de conidias con un periodo de interaccién de14 dias.

Cada grupo fue dividido en 5 subgrupos con 25 individuos cada uno para la aplicacion
de los distintos tratamientos que constaron de 0, 5, 10, 20 y 40 de HgClI, uM. El grupo
control consté de 100 plantas no inoculadas con Trichoderma spp. A este grupo
unicamente se aplicaron los distintos tratamientos con HgCl,. Dichas concentraciones

se establecieron mediante la bibliografia revisada y los datos del presente estudio.

Una vez aplicados los tratamientos, se efectuaron observaciones diarias y se
registraron los efectos toxicos en las plantas (cianosis y sobrevivencia). Alos 7 y 14
dias posteriores a la aplicacion de los tratamientos se midieron los diametros de las
rosetas empleando un vernier. Este experimento se efectud por duplicado (Octubre-
Noviembre de 2010 y Mayo-Junio de 2011).

El disefio experimental fue por bloques al azar con un arreglo factorial, se efectué un
ANOVA y una prueba de rangos multiples de Tukey (Pa=0.05) con el paquete

estadistico Minitab® 15 y los graficos se efectuaron con el paquete Zigma Plot® 10.0.

6.3.2 Determinacién de mercurio en tejido vegetal

Después de 25 dias de observacion de las plantas, éstas fueron colectadas, lavadas
perfectamente con agua corriente, eliminando el exceso del sustrato y finalmente se
separaron raices y partes aéreas. Las muestras se secaron a temperatura ambiente
por 2 dias y se digirieron con acido nitrico y acido clorhidrico (3:1) en horno de
microondas por 30 minutos a 175°C (147-SEMARNAT/SSA-2004). Los niveles de
mercurio se determinaron por 1) espectrometria de plasma acoplado inductivamente
(ICP, por sus siglas en inglés) en el LANBAMA del IPICyT y por 2) espectrofotometria
de absorcion atémica por generador de hidruros en el Centro de Estudios de
Contaminacion Ambiental (CEACA) de la UAQ segun las especificaciones de la
Farmacopea Argentina (2003), (Garcia et al., (2007; Alvarez et al., 2008).
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6.4 Evaluacién molecular de la interaccién Trichoderma-Arabidopsis

Con los datos obtenidos de la interaccion de Trichoderma-Arabidopsis se determiné
que 40 uM es una dosis letal (tanto en plantas inoculadas como las no inoculadas con
los hongos) y en 20 uM las plantas inoculadas resisten el estrés por mercurio, por ello
se decidid utilizar la concentracion de 30uM para analizar la induccion de genes
relacionados con la via de la sintesis del glutation, de la resistencia sistémica inducida
(RSI) y de la resistencia sistémica adquirida (RSA). Se emplearon los genes PDF1.2 y

PR-1a como marcadores de las vias RS| y RSA, respectivamente.

Las semillas se procesaron de la misma manera como se describe en el apartado
anterior. Las plantulas se inocularon con la misma cantidad de conidias y el tiempo de
interaccion fue el mencionado. Las colectas se efectuaron a las 12, 24 y 48 horas,
posteriores a la aplicacion del HgCl,, separando raices y partes aéreas,

congelandolas inmediatamente en nitrégeno liquido.

Posteriormente se trituraron y almacenaron a -80°C hasta el procesamiento de las
muestras. La extraccion del RNA total se efectué con TRIzol® (Invitrogen®) segun las
especificaciones del fabricante. La calidad del RNA fue evaluada mediante

electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa (Anexos A6-A7).

Para la sintesis de la cadena complementaria de DNA (cDNA) se utilizé6 1 ug de RNA
total y 0.5 ul de transcriptasa reversa SuperScriptll® (Invitrogen®) (Anexo A7). El

cDNA se cuantificé por espectrofotometria empleando el nanodrop.

6.4.1 Disefio de oligonucleétidos, RT-PCR semicuantitativo y cuantitativo

Las secuencias de RNAm y DNA gendmico de glutamato-cisteina-ligasa (GSH1),
glutation sintetasa (GSH2), actina 8 (ACT8) fueron tomadas de las bases de datos de
NCBI para el disefio de los oligonucledtidos para ensayos de RT-PCR tiempo real
(TR) y RT-PCR punto final (PF) que se especifican en la Tabla 6.1.
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Los oligonucledtidos fueron disefiados con el software Primer Express 3.0 de Applied

Biosystems® utilizando los parametros para obtener fragmentos entre 60-100 pares de

bases (pb).

Los RNA se amplificaron por RT-PCR semicuantitativo, y como la eficiencia de
sintesis de cDNA no fue la misma para todas las muestras, se ajustaron las
concentraciones de cDNA antes de evaluar los genes de interés. Se utiliz6 como
control de expresion la actina 8 (act8) (Tabla 6.1). Para la amplificacién de los genes
se utilizo el siguiente programa de PCR: 94°C (desnaturalizacion) y 30 ciclos de 94°C
por 30 segundos, una temperatura de alineamiento de 60°C por 55 segundos con una
extension de 72°C por 30 segundos y una extension final de 72°C por 10 minutos. Los

productos de PCR se resolvieron por electroforesis en geles de agarosa al 1.8%.

38



Tabla 6.1. Oligonucleottidos de Arabidopsis thaliana empleados para PCR semiacuantitativa y cuantitativa

Clave de
Tamaino del
Acceso a
GEN Secuencia Sentido Secuencia Antisentido fragmento
GeneBank
(pb)
GSH1 5-TGGAAGGTGACAAGATCATTGG-3' 5-CCCAGGTTCAAGTGAAATGCTT-3' 62 (TR*) 229490
5-GATCCCCATAAGATCGAAGCAA-3'
GSH2 5-TTCCTGGCCTTAGTCGTCTTG-3' 62 (TR) U22359
5°- GGA AGA CAT AGT TGC ATG ATC C -3'
PDF1.2. 5-CACCCTTATCTT CGC TGC TC -3' 185 (PF*)
NM_123809.3
PDF1.2. 5-CACCCTTATCTTCGCTGCTC-3' 5'-GGAAGACATAGTTGCATGATCC-3' 62 (TR)

PR-la 5-CGTCTCCGCCGTGAACAT-3' 5-CGTGTTCGCAGCGTAGTTGT-3' 62 (TR)

NM_127557.2
PR-la 5°ATCTAA GGG TTC ACA ACC AGG CAC-3' 5 TGCCTC TTAGTT GTT CTG CGT AGC-3' 108 (TR) -
LOX-1 5" TCCTCATTTCCGCTACACCAT-3' 5°CCTCCGTTGACAAGACTTTGG-3' (TR) NM_104376.2
ACT8 5'-GAC TCA GAT CATGTTTGAGACC-3' 5'-CAT GTAACC TCT CTG GGT AAG G-3" 200 (PF)

NM_103814.3
ACT8 5" TGTGACAATGGTACCGGTATGG-3' 5' CAGCCCTGGGAGCATCAT-3' 62 (TR)

*TR se refiere a la PCR cuantitativa por PCR en tiempo real y PF a la PCR punto final.
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VII. RESULTADOS

7.1 Asilamientos y caracterizacidén de las cepas de las cepas fungicas en

distintas concentraciones de HgCl, respecto al crecimiento radial.

7.1.1 Seleccion de cepas de Trichoderma resistentes a HgCl,

En el presente trabajo se aislaron 20 cepas distintas del género Trichoderma de
suelos contaminados por mercurio en los sitios arqueoldgicos de Ranas, Toluquillas y
en la localidad de Nuevo San Joaquin, en la Sierra Gorda de Querétaro, Qro. Con la
finalidad de seleccionar y determinar la resistencia de las cepas al HgCl,, se
efectuaron curvas de crecimiento bajo distintas concentraciones de HgCl, (Figura 7.1)

y se calcularon los porcentajes de inhibicion del crecimiento por HgCl, (Tabla 7.1).

Los resultados observados en las curvas de crecimiento para cada cepa aislada y la
cepa de referencia (IMI), indicaron que las concentraciones de 0, 25, 50 y 100 uM de
HgCl, no afectaron significativamente el crecimiento radial de las distintas cepas de
Trichoderma (P>0.05) (Figura 7.1). Sin embargo, la concentracién de 200 uM de
HgCl, fue importante porque permitié determinar los distintos niveles de resistencia a
HgCl, en Trichoderma spp., debido que el crecimiento de éstas fue afectado
significativamente en comparacion con el crecimiento registrado en el medio sin HgCl,
(P<0.05).

El diametro de las colonias de las distintas cepas aisladas y la cepa IMI que se
desarrollaron bajo la concentracion de 200 pM de HgCl,, permitio identificar y
seleccionar las cepas resistentes (IMI), medianamente resistentes (20-F), sensibles
(20-D) e hipersensibles (cepa 11) de Trichoderma (Tabla 7.1). Todas las cepas se
seleccionaron aleatoriamente. Se seleccion6é una cepa por nivel de resistencia. Es
importante mencionar que todas las cepas seleccionadas correspondieron a la

localidad de Ranas.

Los principales criterios para caracterizar los niveles de resistencia a HgCl, fueron las

curvas de crecimiento para cada cepa (Figura 7.1). Los porcentajes de inhibicién del
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crecimiento por HgCl, indicaron una estimacion sesgada de los niveles de resistencia
por considerar el crecimiento en un medio libre de HgCl, (Tabla 7.1), sin embargo
estos datos fueron importantes porque complementaron los resultados indicando la
tendencia en la velocidad del crecimiento radial de las cepas para entender los datos

que se observaron en las curvas de crecimiento.

Las curvas de crecimiento bajo la concentracion de 200 uM de HgCl,, indicaron que la
cepa IMI presentdé mayor crecimiento (2.54 cm) en comparacion con las
seleccionadas; cepas 20-F (2.1730 cm), 20-D (0.2816 cm) y cepa 11 (0.377 cm). En la
Figura 7.1 se muestran los datos del crecimiento bajo 200 uM de HgCl,, mientras que
en la Figura 7.2 se muestra un comparativo del crecimiento en el medio con y sin

HgCl, a los 10 dias y en la Figura 7.3 a los 6 dias.

Los porcentajes de inhibicion ayudaron a determinar la velocidad del crecimiento de
las distintas cepas de Trichoderma. Se encontré que la cepa IMI presentd mayor
velocidad del crecimiento que presenté una inhibicion del 99.4% en su crecimiento por
HgCl, a las 24 horas y disminuy6 considerablemente a las 144 horas con un 88.52 %
(Tabla 7.1), estos datos son evidentes en sus curvas de crecimientos (Figura 7.1),
por tal motivo se caracteriz6 como resistente. Seguida a la cepa IMI, se encontro la
cepa 20-F, que mostré una inhibicién del crecimiento del 85 % y 80% por HgCl, a las
24 y 144 horas respectivamente, estos datos también fueron consistentes con sus
curvas de crecimiento, y al no haber una disminucién considerable de estos valores

fue caracterizada como medianamente resistente.

La cepa 20-D presentd una inhibicion de su crecimiento del 68.3% por HgCl, a las 24
horas pero se incremento a las 144 horas con un 96.24 %, este resultado indicé que
ésta cepa es sensible a HgCl,. Por ultimo se encontré que la cepa 11 fue inhibida por
HgCl, un 91.43% en su crecimiento aumentando a las 144 horas con un 97.38%,
debido al escaso crecimiento radial que mostré ésta cepa se caracterizd como

hipersensible a HgCl,.
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Tabla 7.1 Clasificacion de las cepas de Trichoderma por el porcentaje de inhibicion

respecto al tiempo de crecimiento en 200ug de HgCl,.

Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento

CEPA 24 h 72 h 144 h CLASIFICACION
IMI 99.486 95.73 88.52 RESISTENTE
20-D 68.312 94.23 96.24 SENSIBLE
MEDIANAMENTE
20-F 85.09 84.94 80.14
RESISTENTE
11 91.43 98.20 97.38 HIPERSENSIBLE
: a B R = G \\1 \\\\\ - T e % T
Y o & T g G Z [ T 00 0 El—s
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Figura 7.1 Curvas de crecimiento de 17 de las 20 cepas de Trichoderma aisladas del
municipio de San Joaquin, Qro. México, bajo 25, 50, 100 y 200 uM de HgCl,. Se graficaron
los promedios de tres experimentos independientes, con mediciones cada 12 horas a lo
largo de 11 dias por triplicado.

Una vez seleccionadas y caracterizados sus niveles de resistencia a HgCl,, las cepas
se procedid con su identificacion mediante su morfologia macro y microscopica
validando por analisis del ITS (transcrito de la region interna ribosomal). A
continuacion se describen cada una de las cepas seleccionadas, incluyendo la cepa

de referencia T. atroviride cepa IMI 206040.
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Figura 7.2 Comparacion del crecimiento radial de Trichoderma cepas IMI (A), 20-D
(B), 20-F (C) y 11 (D) en un medio sin HgCl, y con 200 ug/ml de HgCl, a lo largo de 10
dias.
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Figura 7.3 Comparativo del crecimiento radial de las distintas cepas de Trichoderma en
bajo 200 ug/ml de HgCl, (barras grises) cuando éstas llenaron completamente el medio
sin HgCl, (barras negras). Las barras verticales indican los errores estandar generados
por un ANOVA (P,=0.05).
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7.1.2 ldentificacion las cepas de Trichoderma seleccionadas a nivel de especie

Debido a la similitud en las caracteristicas macroscopicas de las colonias de las cepas
nativas Trichoderma (Figura 7.4) y que el crecimiento de cada una fue distinto bajo
tratamiento con HgCl,, fue necesario identificar a nivel de especie. Para esto se
evaluaron sus estructuras microscopicas tales como conididforos (Figura 7.5 A),
fialides (Figura 7.5 B), micelio, color y forma de las conidias (Figura 7.5 C). También
se consideraron sus caracteristicas macroscépicas como el patrén de crecimiento,

presencia y color de pustulas, olor y difusion de pigmentos al medio de cultivo.

Todas las cepas aisladas difundieron pigmentos al medio de cultivo de color amarillo
verdoso, mientras que la cepa IMI no difundié pigmentos. Otra diferencia es que en
las cepas aisladas tampoco se detecto un olor caracteristico como sucedié con la
cepa IMI. Las cepas aisladas presentaron morfologia microscopica similar pero

diferente a la observada en la cepa IMI

Como resultado se obtuvieron las especies posibles que fueron T. crassum o T. virens
al seqguir las claves de Gams et al., (1998). Estos resultados se validaron mediante el
analisis del la secuencia del transcrito interno ribosomal (ITS) que se compararon con
secuencias de genBank mediante un analisis BLAST y se generdé un arbol filogenético
que se muestra en la Figura 7.6, el cual confirmé que las tres cepas aisladas de los

suelos contaminados con Hg?* son Trichoderma virens.

Figura 7.4 Caracteristicas macroscoépicas de las cepas de Trichoderma empleadas
durante el presente trabajo creciendo en PDA. (A) cepa de referencia T. atroviride
cepa IMI 206040, (B) sp. cepa 20-D (C) Trichoderma sp. cepa 20-F y en (D)
Trichoderma sp. cepa 11. Nétese la similitud en la coloracion de los anillos
concéntricos donde se encuentran las conidias.
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Figura 7.5 Estructuras microscopicas de Trichoderma spp., conidioforos (A), fialides
(B) y conidias (C)
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Colletotrichum gloeosporioides
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Figura 7.6 Identificacion de especies de las cepas nativas de Trichoderma mediante el
analisis del ITS. En el arbol filogenético la cepas aisladas se identifican con cuadros
negros con distintas leyendas, que a continuacion se mencionan: Cepa 20-D= 20D4;
Cepa 20-F= 20F1, 20-F2; Cepa 11= 10D2, 10D3.

7.2 caracterizacion de cepas
7.2.1 Produccion de compuestos inddlicos

En condiciones de invernadero las plantas de A. thaliana inoculadas con Trichoderma
spp. registraron un incremento en el diametro de sus rosetas, lo que hizo suponer que
estas estimulan el crecimiento vegetal. Como una primera aproximacion para

determinar las moléculas inductoras del crecimiento, se midié la produccion de
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compuestos indodlicos en Trichoderma spp. y se incluyé a B. thurigiensis como control
(Salas-Marina, et al., 2011). Las distintas cepas de Trichoderma produjeron indoles a
concentraciones bajas al ser comparadas con el control positivo (B. thurigiensis), aun
cuando estas crecen en un medio con tript6fano como precursor para la produccion

de estos compuestos (Figura 7.7).

En relacioén a la produccion de compuestos inddlicos, todas las cepas de Trichoderma
produjeron estos compuestos de manera diferencial. Se obtuvo que las cepas IMl y 11
produjeron compuestos indolicos en presencia y ausencia de triptéfano, mientras que
las cepas 20-F y 20-D requirieron de triptéfano para incrementar la produccion de
éstos compuestos (Figura 7.7). En comparacion con las cepas IMIl y 20-D, las cepas
20-F y 11 produjeron menor concentracion de compuestos inddlicos en presencia de
triptéfano. Ademas se encontré que las cepas IMI y 20-D produjeron niveles similares
de compuestos inddlicos Otro aspecto importante es que la cepa IMI es indiferente a

la presencia de triptéfano en el medio para producir éstos compuestos.
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Figura 7.7. Produccion de compuestos inddlicos por las distintas cepas de Trichoderma
spp., en ausencia de triptéfano (barras negras) y en presencia de 200ug de triptéfano
(barras grises). Como control positivo se incluyé Bacillus thurigiensis. Las barras
verticales corresponden al error estandar, los datos se analizaron mediante un ANOVA
(Pa<0.005).
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7.1.2 Capacidad de las cepas de Trichoderma para colonizar Arabidopsis thaliana

Otro aspecto importante para la caracterizacion de las cepas de Trichoderma fue
determinar su capacidad de colonizar los tejidos vegetales. El resultado que se obtuvo
fue que todas las cepas de Trichoderma virens incluso la IMI presentaron la capacidad
de colonizar las plantas, tanto la parte aérea como las raices (Figura 7.8). Sin
embargo la mayor incidencia de colonizacion ocurrié en la parte aérea (Tabla 7.2).
Ademas las cepas mostraron diferentes porcentajes de colonizacion siguiendo el
siguiente orden IMI > 20-D > 20-F > 11. También se encontré6 que las cepas
resistentes a HgCl, presentaron una mayor tasa de colonizacién en comparacién con

las cepas hipersensibles.

Figura 7.8 Colonizacion de los tejidos de A. thaliana por Trichoderma spp. (A) Muestra
el crecimiento del hongo en toda la planta; en (B) notese que el crecimiento emerge
principalmente en la raiz y en (C) que emerge de los tejidos de la parte aérea. En (D) se
observa un acercamiento de la planta que mostré crecimiento de Trichoderma en su
parte aérea. En (E y F) se observa un acercamiento de las plantas que mostraron
crecimiento fungico en sus raices. En A, B, D y E se muestran plantas de A. thaliana
colonizadas por la cepa 20-D, mientras que en C y F se muestran plantas colonizadas
por la cepa IMI.
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Tabla 7.2 Porcentajes de colonizacion de Arabidopsis thaliana por Trichoderma spp.

CEPA CRECIMIE’NTO EN CRECIMIENTO EN
PARTE AEREA RAICES

Plantas sin inoculo 0% 0%

T. atroviride cepa IMI 60% 40%

20-D 50% 25%

20-F 50% 17.5%

cepa 11 33% 5%

7.1.3 Capacidad volatilizacion de Hg°

Debido que el hongo filamentoso Gliocladium roseum presenta la capacidad de
metilar compuestos inorganicos de As generando su volatilizacién y se encuentra
relacionado filogenéticamente con el género Trichoderma spp. Posiblemente los
hongos del género Trichoderma volatilicen el mercurio. Por tal motivo se generaron

analisis para determinar la capacidad de Trichoderma spp. de generar mercurio volatil.

Los resultados obtenidos de pruebas cualitativas (Tabla 7.3) indicaron que las cepas
de Trichoderma volatilizaron el Hg presente en el medio. Por tal motivo se efectud un
analisis y cuantitativo (Tabla 7.4). Estos resultados arrojaron que la cepa IMI gener6
mayor Hg volatil (x 254.54 ug/m®) en comparacién con las cepas de Trichoderma
virens (¥ 152.85 ug/m®). Se encontré que no todas las cepas de T. virens presentaron
la misma capacidad para volatilizar el Hgo, la cepa 20-D fue la unica que genero los
niveles mas altos de Hg volatil (¥ 110.1 ug/m®) en comparacién con las cepas 20-F (%
5.08 pg/m®) y cepa 11 (¥ 1.15 ug/m®). La capacidad de volatilizacion de las cepas 20-
F y 11 no es significativa en comparacion con la capacidad observada en las cepas
IMI'y 20-D.

En todos los caso se observo que los niveles de Hg volatil incrementd gradualmente
mostrando su pico maximo a las 6 horas posteriores a la aplicacion del HgCl, (Tabla
7.4)
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De ensayos previos se cuantificaron los niveles de Hg en la biomasa de las distintas
cepas de Trichoderma para determinar la concentracion de Hg que es acumulada.
Estos resultados se correlacionaron con la capacidad de generar Hg volatil (Tabla
7.5). debido que la cepa IMI fue la que mas volatilizé Hg pero también la cepa que
menos acumulo en su biomasa (X 254.54 pght®, 0.0136 mg/g™") mientras que la cepa
11 de T. virens fue la que menos Hg® volatilizé pero la que mas Hg** acumulo en su
biomasa (1.15 pug/m?, 0.02 mg/g™') (Tabla 7.4).

Tabla 7.3 Prueba cualitativa de volatilizacion de Hg en las distintas cepas de Trichoderma
a 24 horas de exposicion.

20 pg/ml 40 pg/ml 60 pug/mi 80 pg/ml 100 pg/ml de

CEPA
de HgCl; deHgCI2 deHgCl2 deHgCl2 HgCl2
IMI + ++ ++ +++ +++
20-D - - ++ +++ +++
20-F - ++ ++ +++ +++
11 - - ++ +++ +++

‘Nota *** alta capacidad de volatilizar Hg, ** capacidad media para volatilizar Hg, * escasa

capacidad para volatilizar Hg y ~ capacidad nula para volatilizar Hg.

Tabla 7.4 Prueba cuantitativa volatilizacion de Hg por Trichoderma spp en distintos tiempos

Hg Total (ug/m°)

Cepa Tratamiento
0 min 5 min 3 Hrs. 6 Hrs.
0 HgCl <1.28ppb
Medio PDB Hg Hg-% PP
<1.28ppb
IMI 53.01 236.18 513.52
20-D 100 ug HgCl, 108 48.61 129.65 213.04
<1.
20-F <1.28 3.9
<1.28
11 4.61 <1.28

*Nota Todas las concentraciones de Hg en las muestras de los hongos a las cuales no se les
afiadio HgCl, fueron <1.28 ug/L (3.41ug/m*). El limite de deteccion del equipo es de <1.28
ug/L. Por tanto <1.28 pg/L= 0.0mg/m™

49



Tabla 7.5 Concentraciones de Hg** acumulado en la biomasa de Trichoderma spp

Hg Total (mg/g™)

Cepa )
Crecimiento en HgCl; Crecimiento sin HgCl,
IMI 0.0136
20-D 0.0185
0.0
20-F 0.0175
11 0.0200

*Nota las distintas cepas de Trichoderma se crecieron en un medio con 75 ug/ml de

HgCl,. Para convertir a pg/g” basta con multiplicar el valor por 1000

7.2 Interacciéon Trichoderma-Arabidopsis y los efectos toxicos del mercurio
7.2.1 Crecimiento de A. thaliana inoculadas con Trichoderma spp.,

Se ha reportado que los metales pesados retardan o inhiben el crecimiento vegetal y
la germinacion de las semillas (Xu et al, 2010 a;b), por lo cual se decidié determinar
las concentraciones de HgCl, que causan efectos toxicos sobre A. thaliana en
condiciones in vitro. Se determin6é que la presencia de HgCl,, afectd la germinacion
(ANEXO C4, Figura C.4.1), el crecimiento y la sobrevivencia de las plantulas (Figura
C.4.2).

En funciéon de los resultados in vitro se procedié a determinar los efectos téxicos del
HgCl, sobre A. thaliana bajo condiciones de invernadero. Se determiné que los
tratamientos de 5 y 10 uyM HgCIl, fueron estadisticamente diferentes (P<0.05),
encontrandose que a partir de la concentracién de 10 uM de HgCl; los efectos téxicos
de éste incrementaron, afectando significativamente al disminuir el crecimiento
vegetal, ademas no se encontraron diferencias significativas sobre el crecimiento
vegetal entre los tratamientos con 10, 20 y 40 uM HgCl; (P> 0.05) (Figura 7.9 A y
Figura 7.10). También se observo que las plantas acumularon pigmentos tomando
una coloracién ciandtica (acumulacion de antocianinas), condicidbn que se observa

normalmente en situaciones de estrés por su actividad antioxidante y reducir las ROS
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generadas por el Hg (Anexo C5, Figura C.5.1). Sin embargo, presente investigacion

se enfoco a los efectos del HgCl, sobre el crecimiento vegetal.

Una vez identificados los efectos toxicos bajo distintas dosis de HgCl,, bajo un modelo
de interaccién planta-microorganismo se evaluo la respuesta que Trichoderma activa
en Arabidopsis thaliana bajo condiciones de estrés por Hg. Antes de someter el estrés
con HgCl,, se encontré que las distintas cepas de Trichoderma sp. no indujeron un
incremento significativo del crecimiento vegetal (P>0.05), debido que en promedio los
diametros en las plantas inoculadas con Trichoderma spp., fueron de 37.7 mm

mientras que en las plantas no inoculadas fueron de 37.4 mm.

Al generar estrés con HgCl, en la plantas inoculadas con Trichoderma spp., se
encontré que el mercurio afectd el 47.7% del crecimiento de Arabidopsis thaliana,
mientras que la interaccion con las distintas cepas de Trichoderma spp. sélo afecto el
40% del crecimiento vegetal (Figura 7.10). Aunque hay una diferencia de 7.7 % entre
los grupos de plantas inoculadas y no inoculadas con Trichoderma sp., las distintas
cepas de Trichoderma disminuyeron significativamente los efectos toxicos de en A.
thaliana bajo las concentraciones de 10, 20 y 40 uM de HgCl, al ser comparados con

las plantas no inoculadas con de Trichoderma spp. (P<0.05).

La cepa IMI mostré mayor efecto sobre el crecimiento de A. thaliana en presencia de
Hg al inducir el 13.5%, seguida por las cepas 20-D y 20-F que indujeron el 3.98 % vy el
3.15 % respectivamente, en el crecimiento vegetal (Figura 7.9 A). Estos resultados
sugieren que la cepa IMI confiere resistencia a Hg** en las plantas al inducir un
incremento del crecimiento en comparacion con las plantas sin la interaccion. Como
ya se indico, el HgCl, afecto el crecimiento al registrase diametros de 12.98 mm, lo
cual equivale al 0% de la induccion del crecimiento en A. thaliana, de igual manera se

encontré que la cepa 11 tampoco indujo el crecimiento vegetal (10.92 mm).

También se determinaron los porcentajes de sobrevivencia tanto en las plantas no
inoculadas como inoculadas con Trichoderma spp. Con los resultados previos se
determind que la concentracion de 40 uM de HgCl, fue la dosis letal, en cambio bajo

la concentracion de 20 yM de HgCl, se presenté una sobrevivencia del 16%. Sin
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embargo, en las plantas inoculadas con Trichoderma la sobrevivencia incrementé casi
el doble (31.5 %), determinando que de las 4 cepas de Trichoderma evaluadas, la
cepa IMI fue la que incremento considerablemente la sobrevivencia en A. thaliana (37
%) en comparaciéon con las plantas inoculadas con las cepas distintas cepas de 20-D
(29.1 %), 20-F (30.43 %) y cepa 11 (30.43 %) de Trichoderma virens (Figura 7.9 B).

Con todos estos resultados se determiné que el crecimiento de A. thaliana comenzé a
ser afectado a partir de la concentracion de 10 yuM de HgCl, sin afectar la
sobrevivencia de las plantas. Sin embargo, a partir de la concentracion de 20 yM de

HgCl, la sobrevivencia empezé a disminuir.
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Figura 7.9 Colonizacion de plantas de Arabidopsis por Trichoderma spp. (A)Se comparan
los diametros de las rosetas de Arabidopsis thaliana a los 14 dias posteriores de la
aplicacion de los tratamientos con HgCl,. Notesé la diferencia del tamafo de las rosetas
de las plantas entre las barras blancas punteadas (controles) con las barras grises (40 uM
de HgCl,). Las barras verticales indican el error estdandar de un ANOVA P,=0.05. (B)
Porcentajes de sobrevivencia, donde las barras negras son el control para cada grupo. Se
grafican las medias de dos experimentos independientes.
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Figura 7.10 Imagen comparativa a 14 dias de haber aplicado distintos tratamientos de
HgCl, en A. thaliana tratadas con Trichoderma spp. Cada fila corresponde a la
interaccion con las distintas cepas de Trichoderma spp., A= sin interaccién; B=
Trichoderma atroviride cepa IMI 206040; C= Trichoderma virens cepa 20-D; D= T.

virens cepa 20F y E= T. virens cepa 11. Cada columna corresponde a una
concentracion diferente de HgCls.
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7.2.2 Trichoderma spp. afecta positivamente el desarrollo de A. thaliana a pesar

del estrés por HgCl..

Al continuar con las observaciones de las plantas de Arabidopsis thaliana en el
invernadero, se encontré que en condiciones normales las plantas produjeron el 62.7
% de inflorescencias. Sin embargo, las plantas inoculadas con las distintas cepas de
Trichoderma incrementaron significativamente la produccion de inflorescencias en
comparacion con las plantas no inoculadas (P<0.05). Las cepas que incrementaron
considerablemente la produccion de inflorescencias en A. thaliana fueron la cepa IMI
(95 %), la cepa 20-D (92 %) y la cepa 20-F (70 %), mientras que en las plantas
inoculadas con la cepa 11 la produccion fue menor (56.3 %) en comparacion con las

plantas no inoculadas (Figura 7.11).

Cuando se aplicaron los distintos tratamientos de HgCl,, se encontré que el Hg
disminuy6 considerablemente el porcentaje de inflorescencias. Bajo la concentracion
de 10 uM de HgCl;, el porcentaje de inflorescencias fue del 43%, en la concentracion
de 20 uM de HgCl, fue del 5.3 % y bajo el tratamiento con 40 yM de HgCl, no se
registrd produccion de inflorescencias (Figura 7.11). Las plantas bajo influencia de
HgCl, disminuyeron la produccién de inflorescencias, pero las plantas inoculadas con
las distintas cepas de Trichoderma incrementaron la produccion de inflorescencias.
Sin embargo, el efecto de las cepas vario dependiendo de la concentracion de HgCly,
encontrando que bajo el tratamiento de 10 yM de HgCl, las cepas incrementaron las
inflorescencias en el siguiente orden 20-D >IMI>20-F>cepa 11, pero en la

concentracién de 20 uM de HgCl, el orden cambio 20-F>IMI>20-D >cepa 11.
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Figura 7.11 La produccion de inflorescencias en A. thaliana aumenta al inocular
Trichoderma spp., incrementandose cuando la planta es estresada por HgCl,. En la
grafica se muestra una comparacion entre las plantas de A. thaliana inoculadas y no
inoculadas con Trichoderma spp., bajo distintas concentraciones de HgCl,. Las barras
verticales corresponden al error estandar, los datos se analizaron mediante un ANOVA
(Pa<0.005). Se grafican las medidas de dos experimentos independientes. El grupo
marcado con la letra C se refiere al grupo de plantas no inoculadas con Trichoderma.

6.2.3 Niveles de mercurio en tejido vegetal

Los niveles de Hg?* en las raices y en los tejidos de las partes aéreas, se
cuantificaron para determinar si la interaccion con Trichoderma spp., incrementa o
disminuye en los niveles de H92+ en las plantas y para comparar el efecto de
Trichoderma spp. sobre los efectos toxicos del Hg2+ en A. thaliana. También permitié
comparar el efecto de cepas de Trichoderma que presentaron diferentes niveles de
resistencia a Hg con distintos niveles de Hg2+ en su biomasa relacionada con su

capacidad de volatilizar el Hg.

El analisis mostrd que las plantas a las cuales no se les aplicaron los tratamientos con
HgCl,, presentaron niveles relativamente altos de Hg® en sus tejidos (ver Anexo C6),

pero no les causo ningun dafno debido que continuaron creciendo y son las plantas
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que se muestran en la primera columna de la Figura 7.10. Los niveles de Hg®" en
plantas de A. thaliana a las cuales les fue aplicado el tratamiento con HgCl,, se
encontraron incrementados, de manera significativa (P<0.05) en las partes aéreas
(0.050 mg/g”) a diferencia de las raices (0.048 mg/g'). Estos resultados no son
congruentes con otros estudios, que indican que las raices son los tejidos en los

cuales se acumulan los metales pesados (Tabla 7.6 ).

Al comparar los niveles de Hg®" en los tejidos vegetales de las plantas de las plantas
no inoculadas con Trichoderma spp. y las plantas inoculadas con las distintas cepas
de Trichoderma spp., se obtuvo que la interaccion con Trichoderma spp. disminuyo
significativamente los niveles de Hg?* en A. thaliana (¥41.17%) en comparacion con
las plantas sin la interaccion (x1.0%) (P<0.05). Como resultado se determiné que las
plantas bajo la interaccién con Trichoderma spp., acumularon en promedio un 58.3%
de Hg® en sus tejidos (partes aéreas y raices), mientras que sin la interaccién con
Trichoderma spp. se registré una acumulacion del 99% de Hg®* en los tejidos
vegetales. De igual manera, se encontraron incrementados los niveles de Hg®" en la

raices de las plantas bajo la interaccién con Trichoderma spp.

También se encontré que las distintas cepas de Trichoderma disminuyeron los niveles
de Hg?* en A. thaliana en concordancia con 1) los niveles de resistencia a Hg*", 2) la
capacidad de volatilizar Hg?*, 3) acumular Hg®* en el micelio y 4) frecuencia de

colonizacion de los tejidos vegetales.

Es decir, la cepa IMI encabeza el orden al generar en las A. thaliana los niveles mas
bajos de Hg*" en sus todos sus tejidos (44.18%). Se determinaron los porcentajes de
Hg2+ en las plantas de A. thaliana teniendo que la cepa IMI disminuy6 el 48.98 %, la
cepa 20-D disminuy6 el 48.16 %, la cepa disminuyé el 20-F 52.68 % y la cepa 11
disminuyo el 14.86 %, en comparacion con el 99% encontrado en los tejidos de A.
thaliana no inoculadas. Estos datos sugieren que las cepas que presentan
incrementada su capacidad de volatilizar Hg y que colonicen preferentemente las
hojas, liberan el Hg de las plantas volatilizdndolo a través de los estomas

disminuyendo de esta manera los niveles de Hg”* en las plantas.
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Tabla 7.6 Niveles de mercurio en tejido vegetal determinados por EAA

Hg’ mg/g™” de peso seco de Hg’ mg/g™” de peso seco de

CEPAS hoja raiz
Plantas sin inocular 0.05097 0.04888
IMI 0.04260 0.01210
Cepa 20-D 0.04142 0.01427
Cepa 20-F 0.02299 0.02569
Cepa 11 0.07570 0.01618

7.3 Induccién de genes en Arabidopsis thaliana bajo la interaccién de

Trichoderma spp.

Para entender la respuesta de A. thaliana observada en invernadero y encontrar una
posible explicacion del por qué las plantas bajo la interaccion con Trichoderma
reducen los efectos téxicos del HgCl, en A. thaliana, se procedié a evaluar la
expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo (GSH1 y GSH2) y de las vias
de la resistencia sistémica adquirida (RSA) e inducida (RSI), bajo la concentracion de
30uM de HgCl,. La concentracién de HgCl, se determind en funcién a los resultados
observados en el presente trabajo (Anexos C.4 y C.5) y en consideracion de los
trabajos de Heidenreinch et al., (2001) y Venkatachalam et al., (2009).

7.3.1 Efecto del mercurio sobre la expresion de los genes de la via de
sintesis del glutation (GSH1 y GSH2) y de genes marcadores en la
sintesis de jasmonatos (PDF1.2) y salicilatos (PR-1a) en A. thaliana

inoculadas con Trichoderma spp.

7.3.1.1Trichoderma spp. induce la expresion de los genes de la via del glutation
(GSH1y GSH2)

En ausencia de HgCI, la expresion de los genes GSH1 y GSH2 incrementd en los

tejidos de las partes aéreas de Arabidopsis thaliana inoculadas con Trichoderma spp.,
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en comparacion con las plantas del grupo control (Figura 7.12 y Figura 7.13).
Cuando se aplicé el tratamiento con HgCl, la expresion de GSH1 y GSH2 disminuyd
respecto al control, pero en las plantas inoculadas con Trichoderma spp. la expresion

de éstos genes incremento.

La mayor expresion de GSH1 y GSH2 se observo en los tejidos de las partes aéreas
de A. thaliana bajo estrés por HgCl, e inoculadas con las cepas de Trichoderma virens
(20-D, 20-F y cepa 11) en comparacion con la cepa IMI de Trichoderma atroviride. En
las plantas inoculadas con la cepa 20-D de Trichoderma virens, se observo que la
expresion de GSH1 y GSH2 incremento a las 12 y 36 horas posteriores a la aplicacion
del tratamiento con HgCl,, en comparacion con las plantas inoculadas con las otras

cepas de Trichoderma y con las plantas no inoculadas.

Estos datos indican que las cepas aisladas de suelos contaminados con Hg
incrementaron la expresion de los genes implicados en la via de sintesis del glutation

en los tejidos de las partes aéreas de A. thaliana.

Respecto a la expresion de los genes implicados en la via de sintesis de glutation en
las raices de A. thaliana, se observd que la expresion de GSH1 incrementd en las
plantas inoculadas con las cepas de T. virens en comparacion con las plantas del
grupo control y en las plantas inoculadas con la cepa IMI (Figura 7.12 Figura 7.13).
Mientras tanto, en las plantas inoculadas y no inoculadas con Trichoderma spp. no se
observaron cambios en la expresién de GSH2, debido que la expresion se observd
similar en todos los grupos. Es decir, que Trichoderma spp., generd un efecto positivo

sobre la expresion de GSH1 pero no sobre la expresion de GSH2.

El mercurio también afecto la expresion de GSH1 y GSH2 en las raices, debido que la
expresion de éstos genes se observd a las 24 y 36 horas después de la aplicacién de
HgCl, en comparacién con la expresién que se observé en el grupo control (Figura
7.12 Figura 7.13). Ademas, las cepas de T. virens incrementaron la expresion de
GSH1 en las raices de A. thaliana en comparacién con el grupo control y con las
plantas inoculadas con la cepa IMI. Asimismo la expresién de GSH2 se observo sin
cambios al comparar los grupos de plantas inoculadas y no inoculadas con

Trichoderma spp.
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En otras palabras, Trichoderma spp. incrementaron la expresion de GSH1 y GSH2 en
los tejidos de las partes aéreas, mientras que en las raices solo se observd un
incremento en la expresion de GSH1 (Figura 7.12). Sin embargo, el tratamiento con
HgCl, afectd la expresion de GSH1 y GSH2, solamente en los tejidos de las partes
aéreas de las plantas inoculadas con Trichoderma spp., se observé un incremento en
la expresion de éstos genes en comparacion con el control. Pero Trichoderma
también generd un incremento de la expresion de GSH1 en las raices de las plantas
de A. thaliana estresadas por HgCl,. Ademas, en los tejidos de las partes aéreas de
las plantas inoculadas con las cepas de T. virens, en particular con la cepa 20-D, se
observd un incremento de la expresion al comparar la expresion observada en el

grupo control y en las plantas inoculadas con las cepas 20-F, 11 e IMI.

Ahora bien, en el siguiente apartado se describira la expresion de los genes
involucrados con la Resistencia Sistémica Inducida (RSI) y Adquirida (RSA), PDF1.2 y

PR-1a respectivamente.
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Figura 7.12 RT-PCR de la expresion a 12, 24 y 36 horas del gen GSH1 en distintos tejidos vegetales de Arabidopsis
thaliana bajo la interaccion con distintas cepas de Trichoderma sp. y en presencia de 30uM HgCl,. A= partes aéreas sin
HgCl,; B=partes aéreas con HgCl,; C= raices sin HgCl,; D= raices con HgCly; 1= sin interaccion; 2= interaccién con
Trichoderma atroviride cepa IMI; 3= Trichoderma virens cepa 20-D; 4=T. virens cepa 20-F; 5= T. virens cepa 11
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Figura 7.13 RT-PCR de la expresion a 12, 24 y 36 horas del gen GSH2 en distintos tejidos vegetales de Arabidopsis
thaliana bajo la interaccion con distintas cepas de Trichoderma sp. y en presencia de 30uM HgCl,. A= partes aéreas sin
HgCl,; B=partes aéreas con HgCl,; C= raices sin HgCl,; D= raices con HgCly; 1= sin interaccién; 2= interaccion con
Trichoderma atroviride cepa IMI; 3= Trichoderma virens cepa 20-D; 4=T. virens cepa 20-F; 5= T. virens cepa 11
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7.3.1.2Trichoderma spp. inducen la expresion de los genes de las vias RSI
(PDF1.2) y RSA (PR-1a).

Se observo que la expresion del gen PDF1.2 incrementd en los tejidos de la partes
aéreas de las plantas de A. thaliana inoculadas con las cepas 20-D y 11 de T. virens
en comparacion con las plantas del grupo control e inoculadas con las cepas IM| y
20-F (tiempos de 24 y 36 horas Figura 7.14). En tanto, la expresion del gen PR-1a
también incremento en los tejidos de las partes aéreas de las plantas inoculadas con
las distintas cepas de T. virens en comparacion con la expresion que se observé en
las plantas inoculadas con la cepa IMI y el grupo de plantas no inoculadas con

Trichoderma (tiempo de 24 horas de la Figura 7.15).

A diferencia de la expresiéon de GSH1 y GSH2 (Figura 7.12 y Figura 7.13), el HgCl,
no afectd la expresion de los genes PR-1a y PDF1.2 en los distintos tejidos de A.
thaliana (Figura 7.14 y Figura 7.15). Para las 24 y 36 horas posteriores a la
aplicacién del tratamiento con HgCl,, se observo que el Hg generé un aumento en la
expresion del gen PDF1.2 en los tejidos de las partes aéreas de A. thaliana en
comparacion con la expresion que se observo en las plantas que no fueron tratadas
con HgCl; (tiempo de 12, 24 y 36 horas de la Figura 7.14). Sin embargo, la expresion
de PDF1.2 incrementé en las plantas inoculadas con las distintas cepas de T. virens
(tiempo de 12 y 24 horas de la Figura 7.14), de manera particular en las plantas
inoculadas con las cepas 20-D y 11, en comparacion con las plantas no inoculadas e

inoculadas con las cepas IMI y 20-F (tiempo de 36 horas de la Figura 7.14).

En relacién a la expresion de PR-1a en los tejidos de las partes aéreas de A. thaliana
bajo estrés por Hg, se observd un aumento de su expresion a partir de las 24 horas
posteriores a la aplicacion del tratamiento con HgCl,. Sin embargo, en los tejidos de
las partes aéreas de las plantas inoculadas con la cepa 20-D se observé un
incremento en la expresion de éste gen a las 12 y 36 horas posteriores a la aplicacién
del tratamiento en comparacién con las plantas no inoculadas e inoculadas con las
cepas 20-F, 11, IMI de Trichoderma (Figura 7.15). También en las plantas inoculadas
con la cepa 20-F se observo que la expresion de PR-1a incrementd, a las 12 horas

posteriores a la aplicacion del tratamiento con HgCl, en comparacién con las plantas
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inoculadas con las cepas IMIl y 11. Mientras que las plantas inoculadas con la cepa 11
también incrementd la expresion de éste gen pero a 36 horas después de que se
aplicé el tratamiento con HgCl,, en comparacion con las plantas inoculadas con las
cepas 20-F e IMI.

En lo referente a la expresion de PDF1.2 y PR-1a en las raices de A. thaliana, se
encontréo que las cepas IMI y 20-F incrementaron la expresion de éstos genes en
comparacion con las plantas no inoculadas e inoculadas con las cepas 20-D y 11
(tiempo de 36 horas de la Figura 7.14 y Figura 7.15). Cuando se aplico el tratamiento
con HgCl,, se observé que el Hg no afecto la expresion de PDF1.2 y PR-1a, sin
embargo la expresion de éstos incremento6 en las plantas inoculadas con las distintas
cepas de T. virens (tiempos 24 y 36 horas de la Figura 7.14 y Figura 7.15) en
comparacion con las plantas no inoculadas e inoculadas con la cepa IMI. El
incremento de la expresion de PDF1.2 en las raices de A. thaliana en respuesta a T.
virens fue evidente a partir de las 24 horas después de que se aplicé el tratamiento
con HgCl,, mientras que la expresion de PR-la fue evidente a las 36 horas y

principalmente en las plantas inoculadas con la cepa 20-D.

En otras palabras, la cepa 20-D presentd mayor efecto sobre la expresion de los
genes PDF1.2 y PR-1a en los tejidos de las partes aéreas, aun cuando a la planta se
le aplicé el tratamiento con HgCl,, puesto que el Hg no afectd la expresion de éstos

genes como se observo con la expresion de GSH1 y GSH2.

Sin embargo, la cepa IMI y 20-F incrementaron la expresion de PDF1.2 y PR-1a en
las raices de A. thaliana en comparacion con las plantas no inoculadas e inoculadas
con las demas cepas de Trichoderma, pero cuando la plantas estan bajo el

tratamiento con HgCl; la cepa 20-D fue la que incrementd la expresion de PR-1a.

Ademas, la expresién de PR-la se observd incrementada en comparacién con la
expresion de PDF1.2 (Figura 7.14 y Figura 7.15). Sin embargo, en presencia de

HgCl,, el gen PDF1.2 mostr6 mayor expresidbn en comparacion con PR-la.
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Figura 7.14 RT-PCR de la expresion a 12, 24 y 36 horas del gen PDF1.2 en distintos tejidos vegetales de Arabidopsis
thaliana bajo la interaccion con distintas cepas de Trichoderma sp. y en presencia de 30uM HgCl,. A= partes aéreas
sin HgCl,; B=partes aéreas con HgCl,; C= raices sin HgCl,; D= raices con HgCly; 1= sin interaccién; 2= interaccion con
Trichoderma atroviride cepa IMI; 3= Trichoderma virens cepa 20-D; 4=T. virens cepa 20-F; 5= T. virens cepa 11

m O O W >

12 horas 24 horas 36 horas
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

e W G R e e e B e b e
s G\l sl R ERE e el e
EEl e ot b bl s o e s e e e (D NN GHED OGN GNW

Figura 7.15 RT-PCR de la expresiéon a 12, 24 y 36 horas del gen PR-1a en distintos tejidos vegetales de Arabidopsis
thaliana bajo la interaccion con distintas cepas de Trichoderma sp. y en presencia de 30uM HgCl,. A= partes aéreas
sin HgCl,; B=partes aéreas con HgCl,; C= raices sin HgCl,; D= raices con HgCly; 1= sin interaccion; 2= interaccidén con
Trichoderma atroviride cepa IMI; 3= Trichoderma virens cepa 20-D; 4=T. virens cepa 20-F; 5= T. virens cepa 11
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VII.  DISCUSION

8.1 La interaccion de Trichoderma spp., disminuye la toxicidad del Hg en

A. thaliana

Se ha descrito el papel de las especies reactivas de oxigeno (ROS), el etileno y los
jasmonatos en respuesta de estrés, inclusive por metales pesados (Soresh et al.,
2005; Maksymiec et al., 2007; DalCorso et al., 2010). Sin embargo, aun no se ha
reportado que los microorganismos generen resistencia o disminuyan los efectos
toxicos de los metales pesados en las plantas, a pesar de que los microorganismos

induzcan la sintesis de estas moléculas.

El haber empleado A. thaliana como modelo para evaluar el efecto de metales
pesados bajo la interaccion con Trichoderma spp., fue adecuado debido que es una
planta sensible a metales pesados porque no es hiperacumuladora de metales como
lo es Arabidopsis halleri (Huai et al., 2006). Por lo tanto los resultados obtenidos,

indican que Trichoderma spp., generan resistencia a Hg®* en Arabidopsis thaliana.

Lo anterior debido que durante la interaccién con Trichoderma spp, las plantas
presentaron mayor porcentaje de sobrevivencia (x 31.9%) en comparacién con las
plantas a las que unicamente les fue aplicado el tratamiento con HgCl, (16%). Por lo
tanto esta respuesta podria asociarse a que Trichoderma spp., induzca la expresion
del gen que participa en la sintesis de jasmonatos (LOX-1), y estos a su vez activen la
expresion de PDF1.2 (Soresh et al., 2005; DalCorso et al., 2010).

Por lo tanto, Trichoderma spp., al inducir e incrementar la expresién de PDF1.2, pudo
haberse generado un aumento de los niveles de jasmonatos relacionandose con los
procesos fisiolégicos para disminuir los efectos téxicos del HgCl, (Maksymiec et al.,
2007) que se observaron en A. thaliana bajo condiciones de invernadero,
posiblemente por un incremento en los niveles de glutation (GSH), relacionado con los

niveles de expresion de GSH1 y GSH2, pero esto se retomara mas adelante.

Los niveles de jasmonatos inducidos por Trichoderma spp., no fueron cuantificados en
los tejidos vegetales, sin embargo, los distintos niveles de expresion de PDF1.2

observados en los RT-PCR, podrian indicar que los niveles de jasmonatos estén
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incrementados o disminuidos en A. thaliana. Debido que este gen se empleo como

marcador de la produccion de jasmonatos (Koornneeff et al., 2008).

De haber diferencias en los niveles de jasmonatos inducidos por Trichoderma spp., el
desarrollo de la resistencia y/o disminucién de los efectos tdxicos del Hg®* en A.
thaliana estarian relacionados con los niveles de jasmonatos que influirian
positivamente sobre los niveles de GSH en las células. Lo anterior surge porque en
los RT-PCR de las plantas bajo la interaccion con las cepas de Trichoderma virens
(aisladas de suelos contaminados con Hg®) se observé un incremento de la expresion
de PDF1.2, GSH1 y GHS2 en comparacion con la expresion de éstos en las plantas

bajo la interaccion con la cepa IMI (empleada como cepa de referencia).

Lo anterior se sustenta porque Xiang y Oliver (1998) al incrementar la concentracién
de acido jasmonico encontraron un incremento en los niveles de expresion de GSH1 y
GHS2. No obstante, para trabajos futuros sera necesario cuantificar también los
niveles de GSH en los tejidos vegetales y ver si hay alguna relacion con la expresion
observada de GSH1 y GSH2.

Ademas se encontré que los genes PR-1a, GSH1 y GSH2, también fueron inducidos
por Trichoderma spp., en todos los tejidos de A. thaliana. Sin embargo, la expresién
de GSH1 y GSH2 se pudo deber indirectamente por la expresion de PDF1.2 y PR-1a,

por razones que se explicaran en breve.

Xiang y Oliver reportaron (1998) que la aplicacion de tratamientos con acido salicilico
se induce la expresion de GSH1 y GSH2, pero la expresidon de éstos es mas sensible
al acido jasmonico. En este estudio no aplicoé acido salicilico, se empleo Trichoderma
spp., que induce la sintesis de salicilato (Harman et al., 2004). Los niveles de
salicilatos en los tejidos vegetales no se cuantificaron, sin embargo su produccion fue
determinada empleando la expresién del gen PR-la como gen marcador de la

produccién de salicilatos.

La expresion de GSH1 y GSH2 fue mayor en las raices, posiblemente porque 1) es el
tejido que esta en contacto directo con el HgCl; y el que acumula los metales (Millan

et al., 2007), 2) porque el GSH es un antioxidante y 3) precursor de péptidos
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quelantes (fitoquelatinas) de metales (Cobbett, 2000). Mientras que PDF1.2 y PR-1a

se expresaron de manera similar en todos los tejidos.

8.2 El HgCl, induce los genes implicados en la RSA-RSI pero no los genes

de la via de sintesis del glutation en A. thaliana.

Hasta el momento no se han reportado genes relacionados con la RSI que se
induzcan por Hg (Heindereich et al., 2001; Venkatachalam et al., 2009). Sin embargo,
se encontré que la expresion de PDF1.2 fue inducida por HgCl, en los tejidos de A.
thaliana, lo que hace suponer que el HgCl,:1) induce la expresién de ACC sintasa
para generar etileno e incrementar la actividad lipooxigenasa o 2) que induzca la
expresion de LOX-1 y aumente la actividad lipooxigenasa, debido que algunos
metales pesados inducen la expresiéon de LOX-1 (DalCorso et al., 2010) y ACC
sintasa (Martinez, et al., 2001; Soresh et al., 2005; Avni et al., 1994; Waldemar, 2007;
Ledn et al., (2010). Sin embargo, de cualquiera de esas dos posibilidades, el resultado

final es la sintesis de jasmonatos para inducir la sintesis de GSH.

No obstante, no se ha reportado la posibilidad de que el HgCl, induzca la expresion
de LOX-1 y ACC sintasa en A. thaliana (Heindereich et al., 2001) o en otras plantas
(Venkatachalam, et al., (2009) y se ha indicado que el HgCl, no incrementa la
actividad lipooxigenasa (Skorzynska, 2007). Sin embargo, la induccion
(Venkatachalam et al., (2009) y niveles de expresion (Xiang y Oliver, 1998) de los
genes son influenciados por diferentes metales y distintas concentraciones. Asi que
es posible que LOX-1 y ACC sintasa se estén expresando en A. thaliana por efectos
del HgCl,.

Quiza los niveles de jasmonatos inducidos por HgCl, sean bajos en comparacion con
los niveles inducidos por Trichoderma spp. Esto se sugiere porque la expresion de
PDF1.2 se observoé disminuida en el grupo de plantas de A. thaliana bajo el
tratamiento de HgCl, en comparacion con las plantas bajo la interaccion con
Trichoderma spp. No obstante, Trichoderma spp. inducen la expresion de LOX-1 y
ACC sintasa (Soresh et al 2005) y cuando se aplica el tratamiento con HgCI, la

expresion de PDF1.2 se intensifica reflejandose en la expresion de GSH1 y GSH2.
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También se observé que el HgCl, indujo la expresion de PR-1a, lo cual coincide con lo
reportado por Heindereich et al., (2001) y Venkatachalam y colaboradores (2009)
quienes encontraron que PR-5a y PR-2 son inducibles por HgCl,, ambos estan

implicados en la RSA, al igual que PR-1a.

Ademas, los genes GSH1 y GSH2, implicados en la via de sintesis del glutation, no
fueron inducidos e incluso el HgCl, afecté sus expresiones disminuyéndoles, esto al
comparar la expresiéon de ambos genes con la expresion en las plantas a las cuales
no se les aplico el tratamiento con HgCl,. Estos resultados sobre la expresion de
GSH1 y GSH2 también son acordes a lo reportado por Heindereich y colaboradores
(2001) y Venkatachalam et al., (2009), ya que no reportaron la induccion de GSH1 y
GSH2 por HgCl..

La expresion que se observé de GSH1 y GSH2 en los RT-PCR de A. thaliana bajo el
tratamiento con HgCl, corresponde a la expresion basal, por lo que es importante que
quede claro que GSH1 y GSH2 no son inducidos por Hg. El GSH es sintetizado
normalmente en las células para aliviar el estrés oxidativo (Xiang y Oliver, 2002;
Vivancos et al, 2010; Noctor y Foyer, 2011), por esa razén se observa la expresion de
GSH1 y GSH2 en A. thaliana y sirve como punto de referencia para comparar su
expresion en a) condiciones de estrés por HgCl, y b) bajo la interacciéon con

Trichoderma spp., en A. thaliana.

Los genes GSH1 y GSH2 inducen su expresion por metales pesados, incrementando
su expresién con Cd y Cu en un rango de concentraciones entre 25-100uM (Xiang y
Oliver, 1998), no obstante el Hg resulta ser altamente toxico que no son inducidos
bajo la concentracion de 30uM de HgCl,, con esto queda claro que la concentraciéon
es un factor decisivo que determina la induccién, incremento de la expresion o

represion génica.

Por lo anterior, se conocen los genes inducibles por HgCl, (Heindereich et al., 2001;
Venkatachalam et al., 2009) pero podrian expresarse otros genes distintos al
interactuar con microorganismos, por ejemplo Trichoderma sp. Sin embargo, al no
haber trabajos que indiquen los genes que se inducen en las plantas durante la

interaccion con Trichoderma y bajo condiciones de estrés por metales pesados, no se
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sabe qué genes se estén induciendo. Por tal motivo los resultados obtenidos en este
trabajo no pueden ser comparados con otros estudios ya que es la primera
investigacion que trata de explicar el efecto de Trichoderma en A. thaliana bajo estrés

por metales pesados para su posible aplicacion en la fitorremediacion.

8.3 Trichoderma pudiera modificar los niveles de Hg en el suelo

relacionandose con la induccién y niveles de expresidn génica.

Trichoderma spp., pudiera estar modificando la concentracion final de HgCl, en el
sustrato, ya que los resultados indican que 1) la biomasa de Trichoderma acumula
HgZ+, ademas 2) las plantas bajo la interaccion con Trichoderma spp., presentaron los
niveles mas bajos de Hg®* en sus tejidos vegetales. Por lo tanto, las plantas del grupo
A. thaliana-Trichoderma spp. con el tratamiento de HgCl,, pudieran absorber niveles
bajos de Hg*, y tal vez presentandose una induccion y niveles de expresiéon génica
completamente distintos, como los reportados en A. thaliana (Heindereich et al., 2001)
y en Sesbania drummondii bajo distintas concentraciones de HgCl, (Venkatachalam,
et al., (2009).

Si las concentraciones de HgCl, disminuyeran por efecto de Trichoderma spp.,
pudiera encontrarse la expresion de otros genes en A. thaliana, que en
concentraciones relativamente elevadas de HgCl, estén inhibidos o muestren niveles
de expresién bajos que no sean perceptibles en un RT-PCR semicuantitativo, por ese
motivo se recomienda efectuar RT-PCR en tiempo real para evaluar la expresiéon

geénica debido a la sensibilidad de esta técnica.

El que Trichoderma spp. modifiquen los niveles de Hg** es importante, porque la
concentracion de metales en las plantas modula los niveles de expresion génica,
Xiang y Oliver (1998) reportaron que la expresién de GSH1, GSH2 y glutatidon
reductasa (GR1) presentan mayor sensibilidad a Cd que a Cu, indicando que al
aumentar la concentracion de Cd la expresion de éstos disminuye, mas no asi en el
tratamiento con Cu. Con esto se trata de decir que el Cd es mas toxico que el Cu y
por ello la expresiéon disminuye. Si se toma como referencia el grado de toxicidad por
metales reportado para Trichoderma harzianum Hg>Cd>Zn (Krantz et al., 1995),

entonces se esperaria que dosis altas de HgCl, tengan un efecto negativo sobre la
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induccién y expresion de los genes en A. thaliana, en particular de GSH1 y GSH2,
debido que en los RT-PCR de la expresiéon de GSH1 y GSH2 se observo que son
sensibles a Hg®": El gen GSH1 mostré mayor sensibilidad a Hg que GSH2.

Entonces, si Trichoderma modifica los niveles de HgCIl, disminuyéndolos en el
sustrato, entonces la planta absorbe menos Hg2+, y posiblemente por esta razén se
observen niveles de expresion mas altos de PDF1.2, PR-1a, GSH1 y GSH2 en las
plantas de los grupos de A. thaliana-T. virens bajo el tratamiento con HgCl, que en las
plantas bajo el tratamiento con HgCl,, inclusive en las plantas bajo la interaccion con

la cepa IMI.

8.4 La expresion de GSH1 y GSH2 continua afectada por Hg en A. thaliana

a pesar de la interaccién con Trichoderma spp.

Como se habia mencionado, la expresion de GSH1 y GSH2 en A. thaliana fue
afectada por el HgCl,, pero esto ocurre aun bajo la interaccion con Trichoderma spp.
Posiblemente porque los niveles de ROS que el Hg2+ genero en A. thaliana, continuan
disminuyendo la expresion de GSH1 y GSH2 y por lo tanto el efecto de los
jasmonatos, inducidos por Trichoderma spp., sobre su expresion también se vean

reducidos (Xiang y Oliver, 1998) influyendo sobre los niveles de GSH.

Probablemente los niveles de ROS sean la razén por la cual su expresién en los
tejidos vegetales se observe inhibida y disminuida a las 12 y 24 horas,
respectivamente posteriores a la aplicacion de HgCl,, observandolo tanto en los
grupos con y sin la interaccién. Lo cual indica que el GSH se regenera normal y
paulatinamente a partir de las 24 horas para disminuir los niveles de ROS en A.
thaliana y permitir la expresiéon de GSH1 y GSH2 (Xiang y Oliver, 2001) para que

aumenten los niveles de GSH.

Los niveles de GSH disminuyen ante situaciones de estrés oxidativo oxidandose a
disulfuro de glutation (GSSG) disminuyendo asi los efectos téxicos de las ROS
generadas por los metales pesados. No obstante, las células regeneran sus niveles
de GSH mediante la enzima glutation reductasa (GR), reduciendo el GSSG a GSH, de
este modo el GSH continua con su actividad antioxidante (Xiang y Oliver, 2001; Sarry
et al., 2006 in Hernandez et al., 2012)
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Ahora bien, en las plantas bajo la interaccion con Trichoderma spp., los resultados
sobre la expresion de GSH1 y GSH2, sugieren que los niveles de ROS disminuyen de
manera acelerada a partir de las 24 horas posteriores de haber aplicado el tratamiento
con HgCl,, lo cual pudiera estar relacionado con los niveles normales de GSH en la
célula (Vivancos et al.,, 2010) y un efecto aditivo de 1) la expresion de PR-1a,
indicando la presencia de acido salicilico, para reducir los niveles de ROS (Zhou et al.,
2009) aunado 2) con la capacidad de Trichoderma spp., para disminuir la
concentracién de Hg?* en el sustrato, reflejandose en los bajos niveles de Hg*
encontrados en los tejidos vegetales. Entonces al haber menos Hg?* disponible para
su absorcion, los niveles de ROS en A. thaliana son bajos y su efecto negativo
disminuye rapidamente. De este modo la expresion de GSH1 y GSH2 vuelve a ser
estimulada por los jasmonatos inducidos por Trichoderma para incrementar los niveles
de GSH.

Lo anterior se sustenta debido que la expresién de GSH1 y GSH2 se observd
incrementada en las plantas bajo la interaccion con las cepas de T. virens en

comparacion con las plantas sin la interaccion.

No obstante, las plantas bajo el tratamiento con HgCl, y el grupo de plantas bajo la
interaccion con la cepa IMI, mostraron un nivel de expresion similar, indicativo que 1)
los niveles de ROS fueron similares en ambos grupos y que 2) la cepa IMI presenta
disminuida su capacidad para disminuir la concentracién de Hg* en el sustrato,
posiblemente relacionada por su capacidad de bioacumular Hg2+ en su biomasa
(6.82X10° mg/Kg') en comparacion con los niveles de Hg* encontrados en la

biomasa de T. virens (¥ 9.3X10” mg/Kg™).

Ademas, de estos resultados se deduce que el mecanismo por el cual Trichoderma
spp., disminuye 1) la disponibilidad de Hg”* en el sustrato y por tanto 2) los niveles de
Hg* en los tejidos vegetales, es por la bioacumulacion y no por su volatilizacion.
Debido que la cepa IMI presentd una alta capacidad para generar Hg volatil (la cual se
describe mas adelante), no obstante este puede absorberse via estomatica (Crane et
al., 2011), entonces A. thaliana estaria absorbiendo Hg®* por las raices vy
reabsorbiéndolo por las hojas. Por lo tanto los niveles de ROS en las plantas

aumentan y disminuyen lentamente, es decir como si no estuviera presente la cepa
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IMI. Mientras que T. virens, al acumular el Hg?* en su biomasa y presentar baja
capacidad de volatilizarlo, disminuye el Hg?* disponible en el sustrato y por eso los
niveles de ROS en las plantas bajan rapidamente en las células para permitir la

expresion de GSH1, GSH2 y el efecto de los jasmonatos sobre la expresion de éstos.

8.5 La expresion de GSH2 y GSH1 ocurre primero en las partes aéreas

Debido que Trichoderma spp., 1) presentaron la capacidad de volatilizar Hg (la cual se
discute lineas abajo) y que 2) la expresion de GSH1 y GSH2 en A. thaliana bajo el
tratamiento con HgCl, se hayan observado primero en las partes aéreas que en las
raices. Podria explicar la causa de haber encontrado la expresion de GSH1 y GSH2
en las partes aéreas a 12 horas de aplicado el HgCl, y no se haya observado

expresion de GSHL1 en las raices.

Se puede deber a que los bajos niveles de Hg volatil emitido por T. virens sean
absorbidos por los estomas (Selin, 2009; Crane et al., 2011) pero no en niveles que
incrementen los niveles de ROS, los cuales pudieran disminuir por efecto de los
salicilatos (Zhou et al., 2009) inducidos por Trichoderma, de manera que los
jasmonatos inducidos por T. virens induzcan la expresion de GSH1 y GSH2. En
cambio, la cepa IMI emite una mayor concentracion de Hg volatil (Tabla 7.4), por lo
que la concentracion de Hg absorbido por los estomas pudiera ser mayor,
incrementando los niveles de ROS que posiblemente el efecto de los salicilatos sea
menor y no reduzcan rapidamente los niveles de ROS, reprimiendo la expresion de

GSH1 y GSH2 hasta que los niveles de ROS disminuyan.

Esta puede ser una explicacion adecuada, puesto que las raices son los tejidos
cercanos al lugar donde se aplico el HgCl,, por lo tanto el estrés es mayor y los
niveles de ROS se incrementan bloqueando la expresién de GSH1 y GSH2, segun lo

reportado por Xiang y Oliver (1998)

No obstante estas son hipotesis que deberan ser comprobadas, sin embargo el haber
encontrado que Trichoderma volatiliza el Hg y que los salicilatos disminuyen las ROS,
ayudo a entender y explicar el porqué la expresién de GSH1 y GSH2 sucede de

manera diferencial en los tejidos vegetales.
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En tanto que en las plantas sin la interaccion con Trichoderma los niveles de ROS
pudieran estar incrementados en todos los tejidos y la expresion de GSH1 y GSH2

queda reprimida hasta que los niveles de ROS disminuyan de manera normal.

En otras palabras, Trichoderma spp., volatilizan el Hg y posiblemente la planta lo
reabsorbe mediante los estomas, sin embargo los ROS producidos por Hg disminuyen
por efecto de los salicilatos de manera rapida permitiendo la expresién de GSH1 vy
GSH2.

Otra posibilidad de que la expresion ocurra primero en las partes aéreas, pudiera
deberse a que en las hojas se efectua la sintesis de GSH y ademas son los tejidos
donde se acumula el GSH (Wachter, et al., 2005). Por tal motivo, cuando la planta se
estresa con Hg los niveles de GSH disminuyen en los todos los tejidos y los niveles
requieren aumentar para disminuir los efectos toxicos de las ROS, por tal motivo
pudiera observarse la expresion de GSH2 y GSH1 en las partes aéreas a 12 horas de

aplicado el tratamiento.

Una vez que se sintetiza el GSH en las partes aéreas, es transportado a las raices
(Xiang y Oliver, 2001; Wachter, et al., 2005; Ben Ammar et al., 2008). Una vez en las
raices pudiera ser ocupado para la sintesis de fitoquelatinas o simplemente actuar
como antioxidante para reducir los efectos toxicos de las ROS disminuyéndolos para
que puedan expresarse los genes, por tal motivo la expresion de GSH1 y GSH2 en las
raices podria haber ocurrido hasta 24 horas después de la aplicacion del tratamiento

con Hg.

8.6 La expresion de GSH1 es sensible a Hg en comparacién con GSH2

La expresion de GSH1 y GSH2 ocurrio primero en sitios distantes de la aplicacion del
tratamiento en las plantas bajo la interaccibn con Trichoderma, no obstante la
expresion de GSH1 en las raices se observo tiempo después en comparaciéon con la
expresion de GSH2. Esto indica que la expresion de GSH1 es afectada por Hg en

comparacion con GSH2.
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El que el Hg no afecte la expresion de GSH2 en las raices, pudiera deberse a que
codifica la enzima cuyo producto final es el GSH. El GSH es sintetizado en las células
aun en condiciones normales para aliviar el estrés oxidativo. Entonces después de
haber aplicado el HgCl,, la expresion de GSH2 no se reprime y la sintesis de GSH
continua para reducir los efectos toéxicos de los ROS mientras tanto la expresion de

GSH1 se mantiene reprimida.

Se sugiere lo anterior, porque los niveles de y-glutamil cisteina (el cual es precursor
de GSH) son elevados en las raices y en su sintesis participa GSH1 (Xiang y Oliver,
2001), no obstante el HgCl, reprimié su expresion. Entonces las reservas de y-
glutamil cisteina de las raices serian ocupadas por la enzima GSH sintetasa
(codificada por GSH2) para producir GSH vy aliviar el estrés oxidativo para disminuir
los niveles de ROS y permitir posteriormente la expresion de GSH1 y generar mas y-

glutamil cisteina.

8.7 La expresion de GSH1 y GSH2 se asocia a la expresion de PDF1.2

Como se ha venido diciendo los jasmonatos inducen la expresion de GSH1 y GSH2,
sin embargo cuando hay estrés por metales pesados los niveles de jasmonatos
aumentan pero también las ROS. Sin embargo, las ROS disminuyen el efecto de los
jasmonatos, puesto que la expresion de GSH1 y GSH2 estan reprimidos,
principalmente en las raices, pero conforme pasa el tiempo se observa su expresion y
como aumenta paulatinamente, sobre todo en las plantas bajo la interaccién con las
cepas de Trichoderma en las cuales se observa un incremento en la expresion de
PDF1.2.

Para entender lo anterior, es necesario saber que las ROS provienen de la
peroxidacion de los lipidos de las membranas celulares, no obstante, para la sintesis
de jasmonatos se efectua una peroxidacién de las membranas de los cloroplastos. No
obstante, se conocen dos tipos de peroxidacion, 1) la enzimatica y la 2) no enzimatica.
Ambos tipos de peroxidacion son desencadenados por metales pesados (Maksymiec
et al.,, 2007). En el primer tipo de peroxidacion, interviene Trichoderma, y

probablemente el HgCl,, induciendo la expresion de LOX-1 e incrementando la
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actividad lipooxigenasa (Soresh, 2005; DalCorso et al, 2010) desencadenando en la
sintesis de jasmonatos y disminuyendo los efectos citotéxicos de ROS mediante la
actividad antioxidante de GSH (Xiang y Oliver, 2001; Cobbett y Goldsbrough, 2002)

reflejandose en resultados observados en el invernadero.

En cambio en la peroxidacién no enzimatica, el Hg?* incrementa considerablemente
los niveles de ROS mediante la reaccion de Fenton (Heidenreinch et al., 2001,
Venkatachalam et al., 2009), dafando todas las membranas celulares y en base a lo
observado en los RT-PCR afecta considerablemente la expresion de GSH1 y GSH2

reprimiéndola por 12 horas.

Asi que la sintesis de jasmonatos inducida por Trichoderma sp., va acompafnada de la
produccion de ROS pero que permiten la expresion de GSH1 y GSH2, al menos es lo
que se puede deducir de los resultados obtenidos. No obstante, si la planta se estresa
con Hg los niveles de ROS aumentan y reprimiendo y disminuyendo la expresion de

GSH1 y GSH2, hasta que los niveles de ROS disminuyan.

8.8 Trichoderma induce la expresion de GSH1 y GSH2

Por otro lado se habia mencionado que la interaccion de Trichoderma causé el
incremento de la expresion de GSH1 y GSH2 en A. thaliana bajo estrés por HgCl,,
justificandose en el supuesto que los niveles de jasmonatos estuvieran
correlacionados con la expresion de PDF1.2. Ademas induce la sintesis de salicilatos
los cuales reducen los niveles de ROS (Zhou et al., 2009), y que se discutira mas

adelante.

Hay que recordar que los jasmonatos inducen incrementando la expresién de GSH1 y
GSH2, mientras que los metales solamente inducen su expresion (Xiang y Oliver,
1998). Es decir, que en situaciones de estrés por metales la planta responde
expresando GSH1 y GSH2. Pero en este estudio se reporta que los microorganismos

que inducen la sintesis de jasmonatos incrementan la expresion de GSH1 y GSH2.

Debido que se ha reportado que las plantas transgénicas con genes de la via del
glutation generan resistencia a metales pesados (Sarowar et al., 2005; Yadav, 2010),

los resultados observados en el invernadero y con los niveles de expresion de GSH1 y
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GSH2 observados en las plantas bajo la interaccion con Trichoderma spp., indican
que Trichoderma genera resistencia a metales pesados. Unicamente debe
considerarse que el Hg es altamente toxico (Hussein et al., 2007; Bradl, 2005; Zahir et
al., 2005) asi que el efecto con otros metales como Cd o Cu podria ser mayor al que

se observo con Hg.

El incremento de la expresion de GSH1 y GSH2 en las plantas bajo la interaccion con
Trichoderma spp. bajo el tratamiento con HgCl,, podria relacionarse con un aumento
de los niveles de GSH. El posible incremento de los niveles de GSH se justifica por la
disminucién de los efectos toxicos del HgCl,, el incremento del crecimiento vegetal y
en la produccion de inflorescencias (Ogawa, et al., (2004; Vivancos et al., (2010;
Yadav, 2010; Wéjcik y Tukiendorf, 2011; Rugh, 2001; Rouhier et al., 2008)

observados en el invernadero.

8.9 Trichoderma; buen candidato como agente bioremediador

A continuacion se deja a un lado el aspecto molecular generado durante la interaccion
de Trichoderma spp. en A. thaliana bajo estrés por HgCl, para discutir las
caracteristicas de Trichoderma asociadas a disminuir los niveles de Hg en los tejidos y

sus efectos toxicos en A. thaliana que se observaron bajo condiciones de invernadero.

Primeramente, se encontré que las cepas de Trichoderma spp. empleadas en el
presente trabajo producen compuestos inddlicos, los cuales estén estimulando el
crecimiento de A. thaliana bajo situaciones de estrés por HgCl,. Entre los efectos
téxicos del Hg se encuentra el inhibir el crecimiento vegetal al aumentar la actividad
de la enzima (IAA oxidasa) para degradar las hormonas (auxinas derivadas de
indoles) que estimulan el crecimiento vegetal (Munzuroglu, 2008; Rai y Tripanthi,
2008 ;Xu, et al., 2010).

Entonces, el crecimiento de A. thaliana observado en invernadero y bajo el
tratamiento de 40uM de HgCl, (Figura 7.9, 7.10) posiblemente esté relacionado con
Trichoderma spp. y no solo por los efectos del GSH, debido que 1) reducen el estrés
por Hg®* y 2) sus niveles en los tejidos vegetales. Entonces Trichoderma spp estarian

brindando a A. thaliana los compuestos inddlicos para estimular el crecimiento, y al
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estar disminuidos los niveles de Hg?* en los tejidos vegetales la actividad de la IAA

oxidasa disminuye.

Ademas del incremento del crecimiento, el aumento de la floracion observado en
invernadero pudo estar influenciada por efectos del GSH y jasmonatos inducidos por
Trichoderma (Ogawa, et al., (2004; Rouhier et al., 2008; Wasternack, 2006; Foyer y
Noctor, 2011), como se ha venido diciendo la interaccion con Trichoderma incremento
la expresion de PDF1.2, PR-1a y posiblemente los niveles de GSH, reflejandose en un
incremento del crecimiento y produccion de inflorescencias observadas en

invernadero.

Otra caracteristica importante de Trichoderma spp., es que son endéfitos al haberse
aislado en todos los tejidos vegetales de A. thaliana. La mayor incidencia ocurrio en
las partes aéreas, esto 1) ayuda a entender el porqué los niveles de Hg se encuentran
disminuidos relacionandose con la capacidad de Trichoderma de volatilizar el Hg.
Ademas, la frecuencia de colonizacion también 2) sugiere una explicacion del porqué
sucedi6 la expresion de GSH1 y GSH2 primero en los tejidos de las partes aéreas y
luego en las raices, debido que se ha indicado que la expresion de genes en las

plantas es alterada durante la colonizacién por Trichoderma sp. (Bailey et al., 2006).

Se ha reportado que la colonizacién de varias especies de Trichoderma en plantas de
cacao (Theobroma cacao) inducen la expresion de genes relacionados con el estrés,
tales como GST (glutation-S- transferasa) y la familia de genes relacionados con la

acuaporinas (Bailey et al., 2006).

Esta referencia es importante, ya que la expresion de GST genera resistencia a Cd, al
menos es lo que se ha reportado en plantas transgénicas de Nicotiana tabacum con el
gen de la gst de Trichoderma virens (Dixit et al., 2011), mientras que las acuaporinas

permiten que la planta absorba agua (Patra y Sharma, 2000).

Lo anterior indica el papel que tiene Trichoderma en la induccion de la expresion de
GSH1 y GSH2 en A. thaliana, debido que solamente se habia reportado la expresion
de éstos al aplicar tratamientos con acido jasménico y acido salicilico (Xiang y Oliver,
1998). Pero al observar que Trichoderma 1) disminuye los efectos toxicos del Hg, 2)

induce la expresién de PDF1.2 y PR-1a generando un sinergismo de las vias RSl y
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RSA (Spoel et al., 2003), 3) el ser enddfito y que modifique la expresion génica en las
plantas (Bailey et al., 2006; Bailey et al., 2008), 4) el haber reportes de plantas
transgénicas con genes de T. virens (Dixit et al., 2011), y 5) que las plantas bajo la
interaccién con Trichoderma disminuyan los niveles de Hg®* en sus tejidos en
comparacion con las plantas sin la interaccién (¥ 4.88X10%mg/Kg™” vs. 9.9X10° mgKg
1). Confirman que Trichoderma es un microorganismo capaz de generar resistencia a

metales pesados y que su empleo como agente de biorremediacion podria ser eficaz.

Un aspecto novedoso e importante que surgié de este trabajo es que por primera vez
que se reporta que Trichoderma spp., volatiliza el Hg, por lo que seria interesante
ampliar las investigaciones y buscar los genes implicados en este mecanismo. Este
mecanismo ha sido ampliamente reportado en procariotas y en levaduras (Gadd,
2001; Tabak et al., 2005). No obstante ha reportado que algunos hongos filamentosos
transforman y volatilizan compuestos inorganicos de As, Te y Se (Gadd, 2001; Sing,
20086).

Entre los hongos filamentosos que metilan compuestos de As generando vapores, se
encuentra Gliocladium roseum (Sing, 2006), el cual se encuentra filogenéticamente
relacionado con Trichoderma (Kubicek et al., 1998), por lo tanto posiblemente

Trichoderma metile el Hg generando su volatilizacion.

Por otra parte, estos resultados determinaron que Trichoderma spp., presentan una
resistencia natural al Hg, esto 1) al comparar el crecimiento radial de la cepa IMl y T.
virens bajo distintas concentraciones de HgCl, y 2) posiblemente relacionandose a
que la cepa IMI generé mayor concentracion de vapores de Hg que las cepas de T.

virens.

Ademas, los resultados obtenidos del Hg volatil por Trichoderma spp. son acordes a
las concentraciones de Hg** registradas en su biomasa, debido que las cepas de T.
virens generaron menor concentracién de vapores de Hg (¥ 213.04ug/m™) vy
acumularon mayor Hg?* en su biomasa (¥ 9.3X10° mg/Kg™"), mientras que en la cepa
IMI sucedio lo contrario (513.52ug/m™ y 6.82X10° mg/Kg™).
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No se tiene la certeza si los niveles de Hg®" registrados en su biomasa se deban a la
bioacumulacion o la biosorcidon, ya que se han reportado ambos mecanismos en

Trichoderma spp. (Krantz y Schnurer, 1993; Raspanti et al., 2009).

No obstante, los resultados sugieren que Trichoderma spp., presentan distintos
mecanismos de resistencia a Hg (Figura 8.1), y que éstos son caracteristicos para
cada especie. Posiblemente las cepas de T. virens presenten la bioacumulacion o
biosorcion como mecanismo principal de resistencia a Hg, mientras que en la cepa IMI

pudiera ser la biotransformacién (volatilizacién).

Estas caracteristicas son esenciales para que Trichoderma subsista en sitios
contaminados con metales pesados, xenobidticos, hidrocarburos, etc (Argumedo et
al., 2009).

Lo anterior es importante, debido que se encontré que los niveles de resistencia de
Trichoderma se correlacionan con los niveles de Hg?* en los tejidos de A. thaliana (ver
Tabla 7.1 y Tabla 7.5). Las plantas bajo la interaccion con la cepa IMI, que fue
caracterizada como resistente a Hg, a pesar de no haber sido aislada de suelos
contaminados con Hg, disminuyd considerablemente los niveles de Hg?* en los tejidos
vegetales (3.99X10®° mg/Kg"). En comparacién con los tejidos vegetales de las
plantas bajo la interaccion con las cepas de T. virens (¥ 5.18X10° mg/Kg™), que
fueron caracterizadas como medianamente resistentes, sensibles e hipersensibles a

Hg, a pesar de haber sido aisladas de suelos contaminados con mercurio.

Las posibles explicaciones a los bajos niveles de Hg2+ en A. thaliana serian porque 1)
el micelio de Trichoderma spp., presente en el sustrato volatilice (cepa IMI) y/o
acumule (T. virens) el Hg, disminuyendo su concentracién en el sustrato, de este
modo la planta absorbe menos cantidad de Hg, y/o 2) debido que las cepas de
Trichoderma evaluadas son enddfitas y generan Hg volatil, unas mas que tras, podria
ser que A. thaliana emita estos vapores a través de los estomas (Selin, 2009; Crane,
2011).

En otras palabras, Trichoderma spp. disminuyen los niveles de Hg de manera

exdgena (en el sustrato) y/o enddgena (al ser enddfitos volatilizandolo).
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Figura 8.1 Procesos por los cuales Trichoderma spp. posiblemente han generado
resistencia a metales pesados. En la imagen superior izquierda se observa
Trichoderma spp. en medio de cultivo sin HgCl, y en la imagen superior derecha una
fotografia bajo el microscopio en 100X. En la imagen inferior se esquematizan los
procesos de 1) volatilizacion de Hg, sin embargo al ser el primer reporte de que
Trichoderma causa su volatilizacion aun se desconoce si cambia el estado de oxidacion
o lo transforma, 2) bioacumulacion las fitoquelatinas (PC) quelan el Hg** formando un
complejo PC-Hg?* que es transportado a la vacuola mediante proteinas transportadoras
ABC (esquematizado con un circulo morado en la vacuola) y 3) biosorcién en la cual
existe atraccion electrostatica de las cargas de la pared celular (-) con las cargas de los
metales (+) (Bernal, 2011).

NUCLEO

Es importante mencionar que las diferencias entre cepas de Trichoderma spp. sobre
los niveles de Hg en los tejidos vegetales no fueron significativas (P>0.05). Asi que el
empleo de Trichoderma spp., sea nativa de sitios contaminados o no, son viables
como agentes de biorremediacion 1) debido que no promueve que las plantas
acumulen el Hg y 2) disminuyen sus efectos toxicos y generan el crecimiento vegetal

ante el estrés por Hg. Solo faltaria cuantificar los niveles de Hg en el sustrato.
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No obstante, se sugiere seguir investigando el papel de la cepa IMI y las cepas 20-D y
20-F de T. virens por los efectos que estas produjeron en A. thaliana bajo condiciones

de invernadero.

En contraste los niveles de Hg?* en las plantas sin la interaccion con Trichoderma se
encontraron incrementados en las raices, coincidiendo con lo reportado en: 1) plantas
tolerantes a mercurio nativas de la region de Almadén, Espafia donde también existen
problemas de contaminacién por Hg2+ debido a la explotacion del cinabrio (Millan et
al., 2007) y en 2) plantas transgénicas de N. tabacum con los genes merB y merA, las
cuales incrementaron la acumulacién de Hg** en sus raices de las plantas (Hussein et
al., 2007). Ademas estas plantas presentaron a) mayor dafio por Hg, b) menor
crecimiento y baja sobrevivencia y c¢) la expresion de GSH1 y GSH2 estan

disminuidas.

Por lo tanto, Trichoderma ademas de inducir los genes GSH1 y GSH2, disminuir los
niveles de Hg?* en los tejidos vegetales, reducir los efectos toxicos del Hg, ademas el
ser cosmopolita, ser facil de aislar y no requerir de condiciones especificas para su
crecimiento son caracteristicas adecuadas que hacen a Trichoderma como candidato
a agente de biorremediacion (Mrozik y Piotrowska-Segel, 2009 in Zawiercha y Malina,

2011; Vullo, 2003) que pudiera potenciar la fitorremediacion.

Nuevamente, retomando el aspecto molecular, es necesario recordar que la cepa IMI
muestra resistencia a Hg disminuyendo los niveles de éste en los tejidos vegetales.
Sin embargo, el que la cepa IMI no sea haya aislado de suelos contaminados con Hg,
pudo influir en la induccion de la expresion de PDF1.2, PR-1a y estos a su vez en la
expresion de GSH1 y GSH2 observados en los tejidos de A. thaliana, debido que las
cepas de T.virens son nativas de sitios contaminados con Hg e incrementaron la

expresion de estos genes.

La posible respuesta del por qué T. virens induzcan un incremento en la expresion de
GSH1 y GSH2 en comparacion con la cepa IMI, podria estar relacionada con la
intensidad con la cual se induce el sinergismo de las vias del salicilico (RSA) y

jasmonico (RSI) en A. thaliana. Tanto la cepa IMI como las cepas de T. virens inducen
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la RSI y la RSA, observandose una expresion simultanea de PDF1.2 y PR-1a en los

tejidos de A. thaliana.

Se ha reportado que la RSA y la RSI son vias mutuamente antagonicas, sin embargo
Trichoderma spp. es capaz de inducirlas al mismo tiempo (Spoel et al.,2003;
Koornneff et al., 2008). Por lo tanto el sinergismo entre ambas podria tener un efecto
directo en A. thaliana induciendo los mecanismos de destoxificacion y generando una

resistencia a Hg en las plantas.

En otras palabras, podria ser que las cepas de Trichoderma aisladas de sitios
contaminados con Hg induzcan de manera eficaz el sinergismo de los jasmonatos y
salicilatos, induciendo que los niveles de GSH aumenten por las razones
anteriormente expuestas. Asi que el sinergismo entre RSA y RSI podria deberse al
Hg® v los niveles de GSH modulen las vias de sefializacion de RSI y RSA (Mhamdi et
al., (2010 in Noctor y Foyer, 2011).

Este trabajo, es el primero que indica una posible relacion entre el efecto en conjunto
de los salicilatos y jasmonatos sobre la resistencia a Hg. Ademas, propone que el Hg
podria potenciar la RSI (via de los jasmonatos) inducida por Trichoderma para
incrementar la expresiéon de GSH1 y GSH2 y disminuir los efectos toxicos del Hg en A.
thaliana. No obstante el papel de los salicilatos aun es poco claro, ya que aunque
disminuyen los niveles de ROS (Zhou et al., 2009), no incrementan la expresion de
GSH1 y GSH2 (Xiang y Oliver, 1998).

La mayor relevancia del presente trabajo es que Trichoderma spp., incrementan la
expresion de GSH1 y GSH2 generando disminucion de los efectos toxicos del Hg.
Hasta el momento la resistencia a metales pesados habia sido evaluada en plantas
transgénicas con GSH1, GSH2 y genes involucrados con la RSA (quitinasas de
Trichoderma), las cuales desarrollan resistencia a Hg en niveles que resultan letales
en las plantas con genotipo silvestre (Dana et al., 2006; Sarowar et. al., 2005; Yadav,
2010).

En base a lo que se ha discutido, surge el modelo que se describe a continuacion.
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Figura 8.2 Modelo que sugiere que Trichoderma spp. sensibiliza (priming) a A. thaliana
a un posible estrés por Hg?*, ademas sugiere un efecto sinérgico Trichoderma-Hg? que
probablemente incremente la expresion de lox1 intensificando los niveles de jasmonatos

que a su vez estarian induciendo un aument

o de los niveles de GSH generando

resistencia a Hg?*. Queda en duda la el papel del acido salicilico en la generacion de
resistencia a Hg®*. Las lineas punteadas esquematizan las vias de sefializacion
hipotéticas que surgen de los resultados obtenidos, mientras que las lineas continuas
hacen referencia a las vias de sefializacion reportadas por otros autores (Bernal, 2011).
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Se ha reportado que Trichoderma spp. inducen la sintesis de etileno y la expresién de
LOX-1 (Soresh et al., 2005) activando la sintesis de jasmonatos. El gen LOX-1
codifica la enzima LOX-1 que actua sobre los lipidos de la membrana de los
cloroplastos (Tamas et al., 2009), induciendo la sintesis de jasmonatos (Soresh et al.,
2005; Martinez et al., 2001), durante su sintesis se generan niveles normales de ROS
(Skérzynska, 2007).

No obstante, todos los metales generan estrés oxidativo al incrementar los niveles de
ROS (Maksymiec, 2007; Tamas et al., (2009), sin embargo sus niveles dependen del
metal que genere el estrés. Se ha reportado que el Pb, Zn, Fe, Cu y Cd inducen la
sintesis de etileno (DalCorso et al., (2010) e incrementan la actividad enzimatica de
LOX-1 generando un incremento en los niveles endégenos de jasmonatos (Martinez
et al., 2001; Maksymiec, 2007; Skorzynska, 2007; Tamas et al., (2009; DalCorso et al.,
2010), reflejandose en la induccion de la expresion de GSH1 y GSH2, por tal motivo

se esquematiza con lineas solidas y con el signo “+”.

En cambio, el HgCI, es altamente toxico y no se ha reportado que induzca la actividad
de LOX-1 (Skérzynska, 2007), sin embargo genera la peroxidacion lipidica de todas
las membranas celulares, dafandolas y elevando considerablemente los niveles de
H,O,, el cual es altamente téxico para las células (Mishra y Choudhri, 1999;
Maksymiec, 2007; Tamas et al., (2009).

Por su parte, el GSH disminuye la toxicidad del H,O, mediante su actividad
antioxidante. Sin embargo, el incremento de los niveles de H,0O,, entre otros agentes
oxidantes (diamida, 2-4-D) afectan disminuyendo 6 reprimiendo la expresion de GSH1
y GHS2 (Xiang y Oliver, 1998). Por consecuencia los niveles de GSH (Yoshida et al.,
(2009; Zhou et al.,, 2009) y su actividad antioxidante (Tamas et al., 2009) son

reducidos.
En otros estudios se ha indicado que la aplicacion de Cu y Cd, asi como de

jasmonatos incrementa la expresion de GSH1 y GSH2 (Xiang y Oliver, 1998),

sugiriendo que los jasmonatos son importantes para aliviar el estrés celular generado
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por metales pesados (Maksymiec et al, 2007), probablemente por un aumento en los
niveles de GSH (Yoshida et al., 2009).

Considerando estos antecedentes y después de analizar los resultados de los RT-
PCR semicuantitativos de todos los genes, se planteo un modelo esquematizado en la
Figura 8.2. En el modelo se indica con lineas punteadas las vias que surgen de los
resultados del presente trabajo, indicando un efecto sinérgico Trichoderma-Hg®*, en
similitud a lo reportado por Gallou et al., (2009), con plantas inoculadas con T.

harzianum y Rhizoctonia solani, las cuales incrementaron la expresion de LOX-1.

Debido que el HgCl,; no induce y ademas afecta la expresion de GSH1 y GSH2, el
modelo indica que el Hg®* no induce a LOX-1, solamente lo induce cuando
Trichoderma sp., esta presente en A. thaliana generando un incremento en la sintesis
de jasmonatos y en la expresion de PDF1.2. Lo anterior se sustenta en lo observado
en el RT-PCR de la expresion de PDF1.2.

Al incrementarse los niveles de jasmonatos, se induce fuertemente un incremento en
la expresion de GSH1 y GSH2 (esquematizado con lineas punteas y el signo “+”),
generando un incremento en los niveles de GSH (Yoshida et al., (2009). Entonces el
GSH actua como antioxidante, disminuyendo los efectos toxicos de las especies
reactivas de oxigeno generadas por el Hg*, y de manera secundaria se estimula el
crecimiento vegetal (Figura 7.9, 7.10) y la produccion de inflorescencias (Figura 7.11)
(Ogawa et al.,, 2004; Zhou et al, 2009), entre otras respuestas fisiolégicas

relacionadas a GSH (Vivancos et al., 2010).

Sin embargo, debido que los niveles maximos de GSH bloquean su sintesis (Xiang y
Oliver, 2001), el exceso de GSH es ocupado para la sintesis de fitoquelatinas (PC)
(Cobbett y Goldsbrough, 2002), las cuales forman un complejo con el Hg** que es
transportado al interior de las vacuolas mediante transportadores transmembranales
ABC (Harman et al., 2004; Huai et al., 2006; Ruocco et al., 2009). La sintesis de PC
posiblemente disminuya los niveles de GSH, de tal manera que desaparezca el efecto
del GSH sobre GSH2, continuando con la sintesis de GSH.

Por lo tanto, en el modelo se propone que Trichoderma esta sensibilizando (“priming”)

a la planta, aumentando la sintesis de jasmonatos y de GSH. De manera que si en el

90



ambiente no hubiera algun factor que induzca estrés, entonces el GSH quedaria como
una fuente de reserva de cisteina, grupos sulfihidrilo y azufre en su forma reducida en
la células (Parisy et al., 2006; Ben Ammar et al., 2008; Rouhier et al., 2008; Wéjcik M.
y Tukiendorf, 2011) y la sintesis de GSH quedaria bloqueada.

Sin embargo, si la planta se encontrara en condiciones de estrés, el Hg®" intensifica la
expresion de LOX-1 previamente inducida por Trichoderma, incrementando los niveles
de jasmonatos. Mientras tanto, el GSH que se encuentra a manera de reserva, seria
ocupado inmediatamente para aliviar el estrés disminuyendo los efectos toxicos del
HgCl,: 1) reduciendo los niveles de ROS producidos por Hg®* y 2) sintetizando
fitoquelatinas, provocando que la sintesis de GSH sea continua e incremente la
expresion de GSH1 y GSH2 (Xiang y Oliver, 1998). Un aspecto que no hay que
descuidar, es que Trichoderma induce la sintesis de salicilatos, el cual también
disminuye los niveles de ROS (Zhou et al., 2009).

El efecto sinérgico Trichoderma-Hg se detalla a continuacion:

La expresion simultanea de PR-1la y PDF1.2 genera un sinergismo de las vias de
RSA y RSI. En tanto en el sinergismo propuesto por Trichoderma-Hg, surge porque se
observo induccion e incremento de la expresion de PDF1.2 y PR-1a en las plantas del
grupo A. thaliana-Trichoderma spp.+HgCl;, plantas en las cuales también
incrementaron la expresion de GSH1 y GSH2 en comparaciéon con las plantas de los
grupos de A. thaliana-Trichoderma spp. y A. thaliana+HgCl,. El incremento de la
expresion de GSH1 y GSH2 se puede deber al efecto sinérgico entre Trichodermay el
Hg*" porque 1) bajo el supuesto que el Hg®* induce LOX-1 y que Trichoderma spp.
también lo induce en A. thaliana, la expresion de LOX-1 se incrementaria aumentando
los niveles de jasmonatos, los cuales potencian la expresion de PDF1.2, GSH1 y
GSH2. 2) Ademas el aumento de la expresion de GSH1 y GSH2 es posible ya que los
salicilatos, cuya sintesis es inducida por Trichoderma spp., disminuyen los niveles de
ROS producidas por el Hg. Ademas, Mhamdi et al., (2010 in Noctor y Foyer, 2011)
indican que el GSH juega un papel importante en la sefalizacion de la RSl y RSA, asi
que al aumentarse los niveles de GSH por efecto de Trichoderma, podria generase el

sinergismo de ambas vias.
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Es decir, Trichoderma spp., son capaces de sinergizar las vias RSI y RSA, sin
embargo, la presencia de Hg®* en el medio, podria intensificar el sinergismo de ambas

vias.

En contraste, las plantas sin la interaccién con Trichoderma spp. y que se encuentren
ante una situaciones de estrés, el Hg?* aumenta los niveles de ROS 1) disminuyendo
la expresion de GSH1 y GSH2 (Xiang y Oliver, 1999) e 2) independientemente de la
expresion de éstos, la célula aminora el dafio de las ROS al disminuir los niveles de
GSH al ser oxidado a GSSG (Sarry et al., 2006 in Hernandez et al.,, 2012). Sin
embargo, el efecto de ROS sobre la expresion de ambos genes disminuye
paulatinamente, debido a la enzima glutation reductasa (GR) regenera el GSH, de
este modo continua la actividad antioxidante del GSH (Xiang y Oliver, 2001). Por esta

razon, la respuesta de las plantas es lenta frente a dosis no letales de HgCl,.

Es decir, el presente modelo indica que el efecto sinérgico Trichoderma-Hg?*
incrementa los niveles de GSH, de tal modo que sus niveles no disminuyan por efecto
del Hg®* manteniendo activa la expresion de GSH1, GSH2 y disminuidos los niveles
de ROS al haber suficiente GSH para aliviar el estrés oxidativo. En cambio, las
plantas bajo estrés por Hg** agotan el GSH (Hernandez et al., 2012) hasta que la

célula lo regenere, ademas la expresiéon de GSH1 y GSH2 se ve reducida.

El modelo aun debe ser evaluado, determinando los niveles de jasmonatos y analizar
si se correlacionan de manera positiva con los niveles de expresion de PDF1.2, GSH1
y GSH2.

92



IX.  CONSIDERACIONES FINALES

Este trabajo es el primero en su tipo, porque aporta conocimiento nuevo sobre la
interaccion planta-microorganismo en la generacién de resistencia a mercurio y
disminucién de efectos toxicos del Hg en A. thaliana que es sensible a mercurio, al no
ser hiperacumuladora de metales pesados (Huai et al., 2006; Venkatachalam et al.,
2009). Se habia reportado el papel de Trichoderma en una gran variedad de
xenobidticos, hidrocarburos e incluso su interaccion de plantas de trigo o chicharo
para degradar cianuro (Argumedo et al., 2009), no obstante no se conocia su efecto
en situaciones de estrés por mercurio, mucho menos en un esquema de interaccion

planta-microorganismo.

Ademas, Trichoderma tiene la ventaja de que no es especifico de una planta en
particular, es cosmopolita y facilmente adaptable a cualquier ambiente. Estas
caracteristicas lo hacen un buen candidato para formular productos como agente
bioremediador (Zawiercha y Malina, 2011), tomando en cuenta que actualmente en el
mercado existen numerosos productos para mejorar el crecimiento vegetal
(biofertilizantes) o combatir fitopatdégenos en cultivos de interés comercial, debido que

es un buen agente de control bioldgico.

La bibliografia indica que el Cd y Cu incrementan la expresion de GSH1 y GSH2
(Xiang y Oliver, 1998), no obstante se encontré que el Hg** es uno de los metales
pesados mas toxicos debido que afecta la transcripcion de ambos genes
disminuyendo sus niveles de expresibn en A. thaliana, y posiblemente esté
relacionado con la disminucién de la sintesis de GSH (Yoshida et al., 2009), el cual es

importante para aliviar el estrés oxidativo generado por metales pesados.

Los resultados del presente trabajo coinciden con lo reportado en S. drummondii
(Venkatachalam et al., 2009) y A. thaliana (Heindereich et al., 2001), debido que se ha
encontrado que el HgCl, induce una gran variedad de genes, pero no los implicados

en la sintesis de GSH.

Sin embargo, posiblemente la concentracion de HgCl, empleada para el desarrollo del

presente trabajo fue demasiado alta y comprometio la expresiéon de GSH1 y GSH2

93



disminuyendo su transcripcion. Se plantea esta hipétesis en justificacion a lo
reportado por Xiang y Oliver (1998) quiénes al incrementar la concentracion de CdCly,

los niveles de expresion de estos genes disminuyeron.

Analisis de adsorcion de metales pesados por las paredes celulares de Trichoderma
sp., (Krantz y Schniirer, 1993; Krantz et al., 1995) asi como la cuantificacién de Hg**
en organelos intracelulares (Raspanti et al., 2009) ayudaran a dilucidar los
mecanismos utilizados por los hongos para contrarrestar los efectos toxicos del metal
y si estos efectos toxicos afectan la actividad de sus enzimas hidroliticas (Kredics et
al., 2001) comprometiendo su capacidad micoparasitica y de colonizacion en las

plantas.

No obstante, la resistencia de Trichoderma a Hg?* también pudiera deberse a que la
expresion de los genes implicados en la sintesis de GSH es menos afectada por la
aplicacién de Hg** en comparacién con los genes de la misma via en las plantas. Se
ha reportado que el HgCl, afecta la expresion de GST en S. drummondii
(Venkatachalam et al., 2009), y al sobreexpresar el gen gst de T. virens en N.

tabacum, las plantas muestran resistencia a Cd (Dixit et al., 2011).

Ademas, esta investigacion es el primer estudio que reporta que Trichoderma spp.
volatilizan el Hg**, razén por la cual el mecanismo aln es desconocido, lo que sugiere

que este proceso seria en parte responsable de conferir resistencia a este metal.

Durante esta investigacion se evaluaron 3 cepas de T. virens, todas asiladas de
suelos contaminados con Hg®, las cuales colonizan preferentemente los tejidos de las
partes aéreas de A. thaliana, como cepa de referencia se empleo la cepa IMI. Bajo
condiciones de invernadero, las distintas cepas de Trichoderma, fueron capaces de
disminuir los efectos toxicos del Hg?* en A. thaliana e incrementar el diametro de las
rosetas. Ademas, Trichoderma spp. aumentaron el porcentaje de inflorescencias en
comparacion con las plantas no inoculadas con Trichoderma spp., lo que demuestra

un efecto positivo en el desarrollo de la planta promovido por Trichoderma spp.
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Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre cepas al comparar el
efecto de Trichoderma sobre A. thaliana bajo estrés por HgCl, en condiciones de

invernadero.

También, se encontrdé que las cepas de T. virens incrementan la expresion de GSH1
en A. thaliana, en comparacion con las plantas inoculadas con la cepa IMI. Por otro
lado, la capacidad que presentan Trichoderma spp. de colonizar los tejidos vegetales
pudiera estar induciendo de manera significativa la expresion de GSH1 y GSH2
(Bailey et al., 2006, 2008), entre otros genes. La capacidad de colonizacién podria
evaluarse mediante PCR en tiempo real para determinar el niumero de copias de
genes de Trichoderma spp., y relacionarlo con el numero de copias de GSH1 y GSH2

inducidas por la interaccion con Trichoderma spp.

No obstante, las plantas inoculadas con la cepa IMI presentaron mayor porcentaje de
sobrevivencia y bajos niveles de expresiéon de GSH1 y GSH2 en comparacion con las
plantas inoculadas con las cepas de T. virens. La diferencia en los niveles de
expresion de GSH1 y GSH2 podria deberse a que Trichoderma spp. presenta

diferentes tasas de colonizacioén, siguiendo el orden IMI > 20-D > 20-F > 11.

La disminucion de los efectos toxicos del Hg®* podria estar relacionada con un
incremento de los niveles de expresion de GSH1 y GSH2 en A. thaliana que pudieran
estar aumentando los niveles de GSH (Yoshida et al., 2009). Lo cual se refleja al
aliviar el estrés oxidativo, disminuyendo los efectos téxicos del Hg”*, y el probable
aumento de los niveles de GSH podria justificar el crecimiento observado en las
plantas bajo estrés por Hg?*, a pesar que el Hg®* inhibe el crecimiento vegetal (Patra y
Sharma, 2000; Xu et al., 2010a), debido que el GSH estimula el crecimiento (Yadav,
2010).

Por otro lado, el posible incremento de los niveles de GSH también pudieran justificar
el incremento de inflorescencias entre plantas inoculadas y no inoculadas con
Trichoderma bajo el tratamiento o sin el tratamiento con HgCl,, debido que el GSH

induce la floracion (Ogawa et al., 2004; Yadav, 2010).
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En este trabajo también se confirmé que la via de sintesis de jasmonatos esta
involucrada en la resistencia a metales pesados. Se ha reportado que el Cd y Cu
aumentan la actividad de lipooxigenasas incrementando la acumulacion de ROS, pero
también los niveles de jasmonatos (Maksmiec, 2007; Tamas et al., (2009; DalCorso et
al., (2010). Los jasmonatos aumentan la expresion de GSH1 y GSH2 (Xiang y Oliver,
1998).

Por su parte, Trichoderma spp. activa la RSI en la cual esta involucrado el acido
jasmoénico induciendo la expresion de PDF1.2 (Harman et al., (2004), por ese motivo
se empleo este gen como marcador de la sintesis de jasmonatos. EI gen mostro
induccién por Trichoderma spp. y por HgZ+, sin embargo sus niveles de expresion
incrementaron en las plantas inoculadas con las cepas de T. virens bajo el tratamiento
con HgCl,. Los resultados obtenidos, sugieren que T. virens presenta una mayor
capacidad de transduccion de sefales que la cepa IMI para activar los sistemas de
resistencia sistémica en A. thaliana. Esto pudiera deberse a que las cepas de T.
virens son nativas de sitios donde las plantas requieren disminuir los efectos tdxicos
del Hg y los hongos han desarrollado esa capacidad en comparacion de la cepa IMI,

que proviene de sitios no contaminados.

Por lo tanto surge la hipétesis que T. virens y el Hg®* presentan un efecto sinérgico
que incrementa los niveles endégenos de jasmonatos generando resistencia a Hg?*,
debido que el incremento de la expresién de PDF1.2 coincide con un incremento en
los niveles de expresion de GSH1 y GSH2 que también coincide con un incremento
del diametro de las rosetas de A. thaliana y el aumento de la produccion de

inflorescencias.

Entonces, T. virens al aumentar los niveles de jasmonatos podria intensificar la
sintesis de GSH para disminuir los niveles de H,O, generados por la peroxidacion
lipidica de las membranas celulares causada por el Hg®* (Maksymiec, 2007;
Skoérzynska-Polit, 2007). No obstante, también se midié la expresién de PR-1a como
gen marcador de la produccién de acido salicilico, que también induce la expresion de
GSH1 y GSH2 (Xiang y Oiver, 1998) y disminuye los niveles de ROS (Zhou et al.,
20009).
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Finalmente se recomienda el uso de Trichoderma spp. para mejorar la
fitorremediacion de sitios contaminados por Hgo, debido que inducen genes que
contrarrestan el estrés permitiendo que las plantas se establezcan en sitios
contaminados, ademas Trichoderma spp. disminuyé la concentracion de Hg** en los
tejidos vegetales. La disminucion de Hg** en los tejidos vegetales podria deberse a
que Trichoderma spp. volatiliza el metal por biotransformacion, siendo evidente en las
concentraciones encontradas de Hg®* en las plantas inoculadas con la cepa IMI
(Tabla 7.4).

Por lo tanto, en base a los resultados se propone seguir con las investigaciones con
Trichoderma para fines de biorremediacién, debido que Trichoderma spp. no
mostraron diferencias significativas en la disminucion de efectos téxicos por HgCl, en
A. thaliana. Sin embargo, se aconseja ampliar las investigaciones con la cepa 20-D,
debido que los niveles de expresion de PDF1.2 y de los genes implicados en la
sintesis de GSH se observan ligeramente incrementados en comparacion con las

demas cepas empleadas.

También, es necesario investigar a detalle el potencial que presentan los
microorganismos en la resistencia a metales pesados, especialmente con hongos
debido que no hay trabajos que indiquen los mecanismos de interaccion con las
plantas involucrados en la resistencia o tolerancia a éstos. Por otra parte, debido al
poco conocimiento de los genes que generan la resistencia a Hg® en Trichoderma
spp., prueba de ello es que se desconocia la capacidad de volatilizar el HgZ+, seria
interesante e importante encontrar los genes involucrados en la resistencia a metales

pesados.

La importancia, se genera porque existen numerosos trabajos con genes bacterianos
de resistencia a metales pesados y el éxito que estos tienen al ser expresados en
plantas, las cuales se desarrollan en ambientes altamente contaminados donde las
plantas silvestres normalmente no podrian crecer (Rug et al., 1996; Bizily et al., 1999;
Patra y Sharrma, 2000; Meagher, 2000; Rugh, 2001; Meagher y Heaton, 2005; Tabak
et al 2005; Hussein et al., 2007).
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X.  CONCLUSIONES

1. Los hongos del género Trichoderma spp., se encuentran en suelos contaminados

con mercurio y presentan una resistencia natural a este metal.

2. Trichoderma atroviride presenta mayor resistencia a HgCl, que Trichoderma virens,

a pesar que estas fueron aisladas de suelos contaminados con mercurio.

3. EI HgCl, afecta la velocidad de crecimiento de las cepas de T. virens en

comparacion con T. atroviride.

4. Trichoderma atroviride presenta incrementada la capacidad de volatilizar Hg en

comparacion con Trichoderma virens.

5. La volatilizacién de Hg por Trichoderma spp. se encuentra correlacionada con la

capacidad de bioacumular este metal en la biomasa fungica.

6. Los porcentajes de inhibicién brindan datos importantes que deben ser evaluados
en conjunto con los datos generados por las curvas de crecimiento para determinar

los niveles de resistencia a cualquier metal o contaminante.

7. Algunas cepas de T. virens requieren de triptéfano para producir compuestos
inddlicos
8. Al parecer el triptéfano no es un factor importante que determine la produccién de

compuestos inddlicos en T. atroviride.

9. El haber empleado como modelo la planta A. thaliana que es sensible a metales
pesados, permitidé conocer la capacidad de respuesta a Trichoderma spp. frente a

condiciones de estrés por mercurio

10. ElI HgCl, afecta considerablemente el desarrollo de las plantas de Arabidopsis

thaliana al disminuir la germinacion y el crecimiento vegetal,

11. En condiciones de invernadero, las dosis inferiores a 5 yuM de HgCl, no

incrementan los efectos toxicos en las plantas de A. thaliana ni afectan su crecimiento,
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mientras que en condiciones in vitro las dosis de 1 uM de HgCl, afectan

considerablemente el crecimiento de las plantas.

12. Los tratamientos con HgCl, disminuyen la produccion de inflorescencias, pero la
interaccion la interaccion de A. thaliana con Trichoderma incremento la produccién de

inflorescencias.

13. Aunque Trichoderma spp., produjeron compuestos inddlicos, las distintas cepas

gue se evaluaron no indujeron el crecimiento en A. thaliana.

14. La asociacion Arabidopsis-Trichoderma resulta benéfica para las plantas, debido
que Trichoderma spp., disminuye los efectos téxicos del HgCl, e induce el crecimiento

vegetal, aun cuando se ha reportado que el mercurio inhibe el crecimiento vegetal.

15. Las cepas de Trichoderma resistentes y medianamente resistentes a HgCl,
incrementan el crecimiento vegetal, incrementan la produccion de inflorescencias,
disminuyen los niveles de Hg total en los tejidos vegetales y los efectos tdxicos del

HgCl; en A. thaliana.

16. Las cepas de Trichoderma spp. incrementan la expresion de los genes
involucrados en el estrés oxidativo asociandose con la expresion de los genes
implicados en la Resistencia Sistémica Inducida (RSI) y Adquirida (RSA) en las

plantas de A. thaliana.

17. Las cepas de Trichoderma virens incrementan la expresion de genes

relacionados con el estrés oxidativo.

18. La mejor cepa fue T. virens cepa 20-D, al incrementar los niveles de expresion de

GSH1, GSHS2, PDF1.2 y PR1a en comparacion con las otras cepas y T. atroviride.
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XI.

PERSPECTIVAS

En base a los resultados obtenidos en la expresion de los genes, es
conveniente investigar los niveles de glutation (GSH) para identificar si el
incremento de la expresion de los genes implicados en su sintesis inducido por
Trichoderma spp., aumenta también los niveles de GSH y ver si se encuentra
relacionado con un aumento de fitoquelatinas y comprobar si efectivamente la
expresion de GSH1 se encuentra ligada con la disminucién de la cianosis en A.

thaliana.

Debido que la expresion de algunos genes se vio afectada por el HgCl,, seria
conveniente medir primero la expresion de los genes en concentraciones de 5
y 10 uM de HgCl, en base a lo observado en las plantas sin la interaccion con
Trichoderma spp. y posteriormente medir la expresion de los genes bajo la

interaccion con las cepas fungicas.

También se recomienda efectuar ensayos in vivo con A. thaliana bajo
tratamientos con otros metales pesados como Cd y Cu, debido que han sido
ampliamente estudiados en la expresion de GSH1 y GSH2 en A. thaliana y
otras especies vegetales y compararlos con los resultados obtenidos e el

presente trabajo.

Se recomienda repetir los experimentos bajo condiciones de invernadero con
la interaccion de las cepas de Trichoderma evaluadas en el presente trabajo
aplicando la misma dosis de HgCl, pero esta vez incluir grupos de plantas a
las cuales se les apliquen diferentes dosis de acido jasmodnico y acido salicilico
sin la presencia del hongo para comprobar que sean estos compuestos los que
encienden la expresion de los genes PDF1.2, pr-la y los de la via de sintesis

de glutation.

.Debido que el Hg* y las cepas nativas de Trichoderma incrementaron los
niveles de expresion de PDF1.2 se sugiere un aumento en los niveles de

jasmonatos en los tejidos vegetales. Por esa razon seria conveniente trabajar
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10.

con plantas mutantes en la ruta biosisntética de los jasmonatos y que estas
estuvieran bajo un esquema de interaccion planta-microorganismo

aplicandoles acido jasmonico e inducirles estrés con algun metal.

En vista que las plantas bajo la interaccion con Trichoderma spp., al parecer,
retrasan y disminuyen la acumulacién de pigmentos en respuesta al estrés
generado por el HgCl,, es conveniente analizar los niveles de antocianinas de
las plantas bajo y sin la interaccion con las cepas fungicas en presencia de

También, debido que las cepas de Trichoderma presentaron diferentes niveles
de resistencia a Hg?*, efectuar ensayos in vitro de las cepas empleadas en el
presente trabajo para determinar su actividad micoparasitica y analizar si las
actividad enzimatica relacionada con este proceso es o no afectada por
metales pesados. Se propone lo anterior debido que Krantz et al., (1995)
reportaron que el metal que afecta en gran medida la actividad de enzimas
relacionadas con el micoparasitismo es el mercurio, a pesar de bajas

concentraciones.

Con fundamento en la prueba cualitativa de volatilizaciéon de mercurio, se
determiné que Trichoderma volatiliza el Hg® desconociendo si lo reduce o
transforma. Se propone cuantificar los niveles de Hg0 que emite cada cepa de
Trichoderma asi como también determinar las especies de mercurio estos

hongos pudieran estar generando.

Es conveniente plantear experimentos, esta vez separando las plantas bajo los
tratamientos con el HgCl, inoculadas y no inoculadas con Trichoderma spp.
para evitar que los vapores que se generen de Hg0 contaminen a las plantas a

las cuales no se les haya aplicado el HgCl..

Determinar si el HgCl, induce LOX-1 o ACC sintasa en A. thaliana, y de ser
asi, compararlo con los niveles de expresion en las plantas del grupo A.

thaliana-Trichoderma spp., para explicar la expresién de PDF1.2.
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11.

12.

13.

14.

Debido que no se conocen los genes inducidos por Trichoderma bajo
condiciones de estrés por HgCl,, se recomienda identificarlos mediante PCR
de hibridacion sustractiva (SSH) (Heindereich et al., 2001; Venkatachalam, et
al., (2009), pero probando diferentes concentraciones, y que estas sean
menores a 30uM de HgClI, por las siguientes razones: 1) los resultados indican
que la interaccién con Trichoderma spp., disminuyé los niveles de HgCl, en A.
thaliana, y como se menciono con anterioridad, posiblemente influyendo en la
expresion de los genes inducidos durante la interaccién, debido que 2) la
concentracion de metales pesados es un factor importante que induce, inhibe o
incrementa la expresion de los genes involucrados en la sintesis de la via del
glutation, entre otros (Xiang y Oliver, 1998; Heindereich et al., (2001;
Venkatachalam, et al., (2009).

Mediante SSH determinar los genes inducibles por HgCl,, probando
concentraciones inferiores a 30uM para buscar los genes que se sugiere estan
induciéndose; ACC sintasa y LOX-1. Estos inducen la RSI y hasta el momento

se ha reportado que el HgCl, induce genes de la RSI.

, Comprobar si el nivel de expresion de PDF1.2 se relaciona directamente con
los niveles de jasmonatos, por tal motivo se sugiere que en trabajos
posteriores se cuantifique la concentracion de jasmonatos en los tejidos

vegetales para tener mayor certeza de los niveles que inducen Trichoderma

Spp.

Debido que en los RT-PCR, se observdé que la expresion de PDF1.2 es
inducida por HgCl, y Trichoderma, es recomendable cuantificar los niveles de
etileno, medir la actividad lipooxigenasa y los niveles de expresion de LOX-1y
ACC sintasa, en grupos de plantas de A. thaliana-Trichoderma, A. thaliana-
Trichoderma+HgCl, y A. thaliana bajo el tratamiento con HgCl, Para
comprobar si el HgCl, o Trichoderma son los que inducen el incremento de la
expresion de PDF1.2 . Si los resultados indican que el HgCl, induce en menor

medida PDF1.2 entonces pudiera ser indicativo que la concentracién de
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HgCI2 es un factor importante para la induccion o represion de LOX-1 y ACC

sintasa.

15. Se sugiere cuantificar los niveles de HgCl, en el sustrato para comprobar que

Trichoderma modifica la concentracién de HgCl, .

16. Efectuar RT-PCR en tiempo real para validar los RT-PCR semicuantitativos.
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X1,

ABREVIATURAS, TERMINOS Y
EQUIVALENCIAS

GSH glutation (estado reducido de
GSSG)

GSH1 y-glutamil-cisteinil sintetasa*
GSH2 glutation sintetasa*

GST glutation-S-transferasa*

GSSG disulfuro de glutation (estado
oxidado de GSH)

GR glutatién reductasa*

PDF1.2 defensina®
PR-1a proteina
patogénesis*

ACC  &cido-1-amino
carboxilico

LOX-1 lipoxigenasa*
AOS oxido aleno sintasa*
PCs fitoquelatin sintetasa*
PC fitoquelatinas

SA acido salicilico

JA jasmonatos

ABC ATP binding
transportador transmembranal

PAL fenil-amonio-liasa

ROS especies reactivas de oxigeno
RSI resistencia sistémica inducida

RSA resistencia sistémica adquirida
Trichoderma hongo filamentoso,
estado asexual de hongos
Ascomicetos del género Hypocrea
Arabidopsis thaliana planta
perteneciente a la familia Brassicaceae
EAA espectrofotometria de absorcion
atomica

ICP  espectroscopia de
acoplado inductivamente
PCR reaccion em cadena de |la
polimerasa

relacionada a la

ciclopropano

cassette,

plasma

oligonucleétido (primers) secuencia
corta de DNA para amplificar un gen de
interés por PCR

ATP trifosfato de adenosina

BLAST siglas en inglés de Basical
Local Alingnment Sequence Tool,
herramienta de alineamiento para
compara secuencias generando
porcentajes de identidad de especies.
Biomagnificacion proceso de
bioacumulacién de sustancias toxicas
en los productores primarios de la
cadena trofica, que al ser consumidos
por los herbivoros, la concentraciéon de
estas sustancias aumentan en éstos,
incrementandose en los consumidores
terciarios y asi sucesivamente hasta
llegar al hombre..

cDNA cadena complementaria del
DNA (cadena complementaria del
RNA)

DNA acido desosxirobonucleico

RNA &cido ribonucleico

RT-PCR método semicuantitativo para
medir la expresion de un gen de interés
a partir de la cantidad de RNAm que se
haya transcrito del gen de interés

sp. relativo a esecie

spp. plural de sp.

M unidad quimica, concentracion
molar, expresa el numero de moles de
soluto por litro de disolucion

mM concentracién 10 molar

UM concentracion 10 molar

ppm mg/L, mg/Kg, ug/g, ng/mg, pg/ug,
ug/ml, ng/ pl= equivalente a 10°®

ppb ug/L, ug/Kg, ng/g, pg/mg, ng/ml,
pg/ ul = equivalente a 10

< menor que

> mayor que

X media

*NOTA: Para diferenciar entre gen y proteina, cuando se refiere al gen de plantas se hara escribiendo el
nombre en mayusculas y en cursivas, pero cuando sea de hongos se escribe en minusculas y en
cursivas. Cuando se hace referencia a la proteina de plantas se escribira en mayusculas no latinizad, y
de hongos se escribira en minusculas no latinizado.
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XIV. APENDICE

a. Anexo A Técnicas de Biologia Molecular

1. Extraccion de DNA de hongos

Buffer de extraccion

Tris HCI 200 mM
NaCl 250 mM
EDTA 25 mM
SDS 0.5%

A 0.5 g de micelio molido se le afiaden 500l del buffer de extraccion y se agita por
inversién, posteriormente se afaden 500 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1) y se agita por 10 minutos. Luego se centrifuga a 13000 rpm por 30 min., se
recupera la fase acuosa, la cual se extraera nuevamente con fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico y centrifugar a 13000 por 5 min. Recuperar la fase acuosa afadir 5ul de
RNAsa dejando incubar por 30 min. Posteriormente se afiaden dos volumenes de
isopropanol absoluto y centrifugar a 13000 rpm por 5 min. Se decanta el sobrenadante
y la pastilla obtenida se lava con etanol 70% y centrifugar a 13000 rpm por 5 min. Se

deja secar la pastilla para luego resuspenderla en 50ul de agua miliQ estéril.

2. Mezcla de reaccién de PCR y ligacion en PGEM

Se amplifico el ITS del 18s, para ello se requirid de una reaccién de 25ul que contiene

Mezcla de Reacciéon de PCR Producto de PCR 1 ul
Taq polimerasa 0.5ul Ligacién del Producto de PCR
Buffer para Taq 5ul PGEM 0.5l
dNTPs 0.5 ul Ligasa 0.5ul

oligo ITS1 0.37 pl Agua miliQ 3 ul

oligo ITS4 0.37 pl Producto de PCR 5ul

agua miliQ 17.2 pl

La ligacién se deja a 4°C toda la noche



3. Clonacion del producto de PCR

LB carbenicilina/IPTG/Xgal

IPTG 20ul (stock
100mg/ml)

Xgal 200 pl (stock
1M)

Carbenicilina 200 pl (stock
20ug/ml)

LB 200
mi

En 50ul de células Ca®*-competentes se afiaden 7uL de la ligacién incubandolas en

hielo por 15 min., se le da un choque térmico por un minuto a 42°C en termoblock y

luego se pasan a hielo por 5 minutos. Posteriormente las células se pasan a 450ul de

LB y se recuperan incubando a 37°C por 2 horas en agitacion. Se centrifuga por 3

min., a 10000 rpm. La pastilla obtenida se siembra en LB con Xgal/IPTG/carbenicilina,

se incuban 16 horas a 37°C.

Se pican las colonias blancas con un palillo estéril que se deposita en un tubo Falcon

de 15 ml con 3000ul de LB con carbenicilina (1ul de carbenicilina por ml de medio)y

se incuban en agitacion toda la noche.

4. Exraccion de DNA plasmidico por lisis alcalina (minipreps)

Solucién Birboim 1
Tris HCI 25 mM pH 8.0
EDTA 10 mM pH 8.0
Glucosa 50 mM

Solucién Birboim 2
NaOH 0.2 N

SDS 1%

H,0 miliQ estéril

Solucién Birboim 3
Acetato de potasio 5M 60ml
Acido acético glacial  11.5 ml

Agua miliQ estéril 28.5 ml

La solucién resultante queda 3M respecto al potasio y 5M respecto al acetato.



Los cultivos se centrifugan a 12000 rpm por 30 segundos, recuperando y
resuspendiendo las células en 200ul de la solucién Birboim1 agitando en vortex y
manteniendo los tubos en hielo, se le agrega 5yl de RNAsa y 400 pl de la solucién
Birboim2 mezcalndo lentamente por inversiéon e incubar 15 min., en hielo. Se afiaden

300yl de la solucion Birboim3 y se incuba por 15 min., en hielo.

Centrifugar a 12000 rpm por 15 min transfiriendo la fase acuosa a otro tubo, se repite
este paso dos veces. Posteriormente se afade un volumen igual de isopropanol
mezcalr por inversion e incubar 15 min.,a -20°C. Centrifugar a 12000 rpm por 15 min,
decantar y lavar la pastilla con 500ul de etanol al 70% centrifugando a 12000 rpm por
2 min., este procedimiento se repite dos veces. La pastilla se deja secar y se

resuspende en 50ul de agua miliQ estéril

5. Digestiones con E co R1

Para la digestion con esta enzima de restriccion, se requiere de un volumen de 10 pl
E coR1 0.2 ul

Buffer E co R1 1 ul
Agua 6.8 ul
DNA 2yl

6. Extracciones de RNA y sintesis de cDNA

A 0.5g de se le afiaden 1000 ul de Trizol® homogenizando perfectamente y dejando
incubar por 5 minutos horizontalmente, luego se afaden 200ul de cloroformo
mezclando por inversion y dejando incubar por 3 minutos. Centrifugar a 12000 rpm
por 15 min a 4°C, el sobrenadante se transfiere a un tubo nuevo afiadiendo 500 ul de
isopropanol e incubar por 10 minutos a temperatura ambiente y centrifugar a 12000
rpm por 10 minutos a 4°C. tirar el sobrenadante y la pastilla se resuspende en 1000 pl
de etanol al 75% centrifugando a 12000 por 5 min. La pastilla se deja secar y
resuspender en 30-50pl de agua DPC estéril.



Checar la calidad del RNA por un gel desnaturalizante al 1% con formaldehido:
Soluciones empleadas:

1. Agua dietilpirocarbonato (DPC) 0.1%

2. MOPS 10X

Preparacion de 500ml de MOPS 10X

1. MOPS 20.93¢g

2. Acetato de sodio 2.05¢g

3. EDTA 1.5¢g (ajustar pH a 8.0 con NaOH preparado en
agua DPC).

Preparacion del gel

1. Agarosa 19
2. MOPS 10X 10ml
3. Agua DPC 84ml

Disolver, al enfriar agregar 6ml de formaldehido al 37%.
Preparar el gel en una camara de electroforesis con sus peines previamente tratada

con Benzaldehido al 1% por 15 minutos.

En tubo de 600 pl se afiaden 5 yl de RNA y 10 pl del buffer de carga de Ambion®
afiadiendo 0.2 ul de bromuro de etidio (por muestra). Las muestras se calientan por

15 minutos a 65°C y luego son cargadas en el gel. El buffer de corrida es MOPS 1X.

7. Sintesis de cDNA

Se empled 1 uyg de RNA, para ello el RNA se cuantifico por espectrofotometria
empleando el nanocrop. Se alicuotdé el RNA y y se tratdé con 1 pyl de DNAsa 10X, hasta
un volumen final de 10 pl y se incub6é a 37°C por 30 minutos, posteriormente se
desactivo con 2 pyl de EDTA 25mM a 72°C por 5 minutos. Luego se afadié 1 pl de
oligo DT y 1ul de dNTPs y calentar a 65°C por 5 minutos. Luego agrego 2 ul de DTT
0.1M y 4 ul de First Strand Buffer y calentaé a 42°C por 20 minutos. Finalmente se

afadio 0.5 ul de SuperScript Il y se llevo la reaccion a un volumen final de 25 ul con
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agua DPC. Calentar a 42°C por 55 minutos dejando una extension de 15 minutos a
70°C.

8. Programa de PCR en tiempo real

Mezcla de reaccion

Se requiere de un volumen final de 20ul para cada reacciéon

Fast SYBR Green 10 ul
Oligos (forward y reverse) (por estandarizar) pl
cDNA (por estandarizar) pl

El programa especificado es de 20 segundos a 95°C, seguido por 40 ciclos de 95°C

por 3 segundos de desnaturalizacion y 60° C por 30 segundos de extension.

b. Anexo B Medios de Cultivo

1.-Papa dexstrosa agar (PDA)

PDA(Bioxon®) 39¢g/L 2.-Medio LB
NaCl 5g
O bien, Extracto de levadura 5g
Triptona 10g
PDB(Difco®) 24g/L Agua 1L

Agar agar (Bioxon®) 16 g/L

3.-Medio Murashige Skoog (MS)

MS 4.43¢g/L Ajustar el pH a 5.7 con NaOH
Sacarosa 30g/L
Agar 16 g/L



4.- Medio para semihidroponia; Medio Hoagland

Para preparar un litro de la solucién Hoagland 1X se requiere

SOLUCION REACTIVO CANTIDAD
A NH4H,PO, 1M 1ml
B KNO; 1M 6ml
C Ca(NOs), 1M 4ml
D MgSO, ™ 2ml
Solucién de micronutrientes’ 1 ml
Solucién de hierro® 0.25 ml

Solucion de micronutrientes’

H;BO3 2.86 mg CuS0O4-5H,0 0.08 mg
MnCl,-4H,0 1.81 mg H,MoQO,4-H,O 0.02 mg
ZnS047H,0 0.22 mg

Solucion de hierro?

Para un litro es necesario preparar dos soluciones, la primera consiste en disolver 19
g de KOH en 286 ml de agua destilada y agregar 26.1 g de EDTA. La segunda
solucion consiste en disolver FeSO47H,O en 500 ml de agua destilada,
posteriormente ésta se aflade lentamente a la solucion de EDTA. Se afora a 1 litro y

se deja en agitacion toda la noche guardandola en frasco ambar a 4°C.

c. Anexo C resultados no mostrados

1. Reactivo de Salkowski
FeCl; 5M

Acido perclérico glacial
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Para preparar 500ml del reactivo, afiadir en una composicion porcentual 2% de FeCI3

5My 33% de acido percldrico y el resto de agua destilada.

Los hongos se inocularan en matraces de 250 ml con 100 ml de caldo papa dextrosa
(PDB, 24g/L) enriquecido con triptéfano 0.5M, los cultivos se mantendran en reposo
por 7 dias, posteriormente se decanta y el sobrenadante sera utilizado para realizar la
prueba tomando alicuotas de 2 ml a las cuales se les afadiran 3 ml del reactivo de
Salkowski, se agitan moderadamente para homogenizar la muestra y se esperaran 30
minutos. Después de este plazo la prueba se considerara positiva si vira a un color
rosa. Se afiaden 2 gotas de acido fosforico el cual intensifica el color y la duracién de
éste, ya que genera un estado de oxidacién aun mayor, motivo por el cual surge la

coloracion.

2.- Curva estandar

Dado que se desconoce cuanto IAA producen las distintas cepas de Trichoderma, se
disefio una curva estandar de 19 puntos, que constaron de 1, 2, 4, 5, 8, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 ug/ml de IAA. Se partié de una solucion stock
de 500 ug/ml de IAA para efectuar las diluciones anteriores. Se afadieron 3ml del
reactivo de Salkowski y 2ml de la dilucién, por blanco se considero el reactivo de

Salkowski. Las absorbancias se midieron a 530nm por triplicado.

La regresion lineal se efectud en el programa Origin.

Linear Regression Template

f el

il - ) Y=A+B(X)
5T . 1 A=-0.0199
> e '. B=0.00524

0.1 -— ] “/‘/,;/ -

Xaxis title
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3. Métodos de cualitativos y cuantitativos para determinar la producciéon de

compuestos inddlicos

ugml
gl

AR

Figura C.3.1 Produccion de compuestos inddlicos por Trichoderma spp. En (A)
adicionando 200ul de acido ortofosférico y en (B) se muestran los datos sin afadir
dicho reactivo. La bacteria Bacillus thuringiensis produce altos niveles de indoles, los
cuales incrementan cuando se adiciona triptéfano al medio. Nuestros resultados indican
que al ahadir el acido ortofosférico aumenta la sensibilidad de la prueba. Si
comparamos los resultados vemos que cuando no se anade el acido ortofosforico la
produccion de IAA registrada en presencia de triptéfano es baja, pero si a la reaccién le
afadimos el acido ortofosférico la produccion registrada es mayor. Se grafican las
medias de dos experimento independientes.

La prueba de Salkowski no es especifica para detectar estos compuestos debido que
resulta positiva para otros precursores como el indol-3-piravico, 5-hidroxi-indol-
acético, indol-3-acetamida, indol acético, triptamina (Ahmad et al., 2005; Mantilla,
2007), indol etanol, acido indol propidnico, acido indol butirico, acido indol glioxilico e

indol aldehido (Glickmann y Dessaux, 1995).

Hay dos formulaciones del reactivo de Salkowski, una con acido perclérico y otra con
acido sulfurico, ambos son agentes oxidantes provocando una transaminacion
sustituyendo el grupo amino por el cloro del cloruro férrico, sin embargo el poder
oxidativo del acido perclérico es mayor (Mantilla, 2007), pero la sensibilidad de la
reaccion depende del precursor de los compuestos inddlicos que estén produciendo

los microorganismos.
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Se ha reportado que la sensibilidad del reactivo Salkowski elaborado con acido
sulfurico para detectar compuestos indolicos en muestras de Pseudomonas
enriquecidas con triptéfano es menor o nula a la que reportan otros autores con el
reactivo de Salkowski preparado con acido perclorico, sugiriendo que la sintesis
deriva de otro precursor y no del triptéfano (Glickmann & Dessaux, 1995; Ahmad et
al., 2005).

Debido que la reaccién mediada con acido sulfurico detecta compuestos inddlicos
derivados de indol etanol, indol aldehido e indol acético, es poco sensible a los
derivados del indol etanolamina. Mientras que la formulaciéon con acido perclérico es
sensible a derivados de indol etanolamina, acido propiénico y acido indol butirico

(Glickmann y Dessaux, 1995).

También se observd que es necesaria la adicion del acido fosférico, ya que este
genera que la reaccién sea mas duradera debido que se incrementa la oxidacion
transaminacion generando el aumento del color, lo cual permite una mejor lectura
bajo 530 nm. En las primeras pruebas obteniamos que B. thurigiensis producia bajos
niveles de compuestos inddlicos en presencia de triptofano pero al agregar el acido

fosforico las concentraciones aumentaban

4. Efecto del HgCl; sobre la germinacion de A. thaliana bajo condiciones in vitro

Fue necesario conocer el efecto téxico del Hg?* en la germinacion (Figura C.4.1) y en
las plantulas (Figura C.4.2) bajo condiciones in vitro para saber la concentracion de la
cual se partiria para efectuar el ensayo bajo condiciones de invernadero y conocer los
sintomas que el Hg** causa en A. thaliana. Una vez conocidos los sintomas y la
concentracion en la cual fueron mas notorios, se procedio a efectuar otro ensayo pero
inoculando Trichoderma spp. para ver los efectos que los hongos pudieran causar en

las plantas.
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Figura C.4.1 Efectos toxicos bajo distintas concentraciones de HgCl,, claramente se
observa que la germinacién de A. thaliana es afectada en dosis bajas (0.25 yM) y es
inhibida completamente en concentraciones mayores a 2.0 yM. Se observa que 0.25
MM de HgCI, retrasa la germinacion 24 horas mientras que el doble de la
concentracion la retrasa 72 horas (A). En (B) se muestra la germinacién bajo distintas
concentraciones de HgCl, a 6 dias y (C) a 13 dias después de haber registrado el
crecimiento en el medio sin HgCl,. Es notorio que A. thaliana supera el estrés
causado por el Hg®*, debido que después de 13 dias se observaron plantulas de
tamafo considerable bajo la concentracién de 0.25 uyM en comparacién con las
concentracion de 0.5 pM de HgCl,. Por lo tanto La dosis minima que permite la
germinacion de A. thaliana es 0.25 uyM de HgCI2.



Figura C.4.2 Crecimiento de plantulas bajo condiciones in vitro, a los dos dias de
edad las plantulas fueron transferidas a medios bajo distintas concentraciones de de
HgCl, para ver el efecto toxico del Hg?* en A. thaliana. El efecto téxico se observo a
los 3 dias de que estas fueron transferidas, claramente se observa que las plantulas
logran sobrevivir bajo una concentracion de 2.0 yM de HgCI, aunque no se registro
crecimiento radicular, sin embargo en las concentraciones superiores a 2.0 uyM las
plantas se tornaron completamente cloréticas.

Bajo condiciones de invernadero se partié de la concentracion de 2.0 yM, teniendo los
siguientes tratamientos 2.5, 5.0, 10, 20 y 40 yM de HgCl,. Los tratamientos
mencionados se aplicaron a las plantas de 7 dias de edad. Se encontré que las
plantas a 24 horas posteriores a la aplicacion de los tratamientos de 2, 2.5 y yM de
HgCl, se encontraron vigorosas, presentando hojas verdes y tamanos similares a las
plantas controles. Sin embargo a partir de la concentracion de 10 yM de HgCl; en
adelante, el crecimiento de las plantas se vio afectado y acumularon pigmentos
tornandose de color pardo. En las plantas bajo la concentracién de 20 uM de HgCl, se
observaron algunas hojas quemadas, sin embargo la planta aun sobrevivia al
presentarse rebrotes. Sin embargo bajo la concentracion de 40 uM de HgCl; las hojas

de todas las plantas estuvieron quemadas.

La acumulacion de los pigmentos en las plantas bajo la concentracion de 2.0 uM de
HgCl, se observd 72 horas después de haber aplicado el tratamiento, mientras que
las plantas bajo las concentraciones de 2.5 y 5.0 yM de HgCl, la acumulacién de

pigmentos se observo a las 36 horas.
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Bajo condiciones de invernadero y al observar los efectos toxicos del mercurio en
distintas concentraciones, se procedié a inocular plantas con Trichoderma spp., bajo

las mismas concentraciones para ver si los efectos téxicos disminuian o no.

Las plantas inoculadas con la cepa IMI mostraron cianosis a los 6 dias posteriores a la
aplicacion de 10uM/ml de mercurio. En tanto que las plantas inoculadas con la cepa
20-D y cepa 11, registraron la presencia de cianosis tres dias después de haber
aplicado el tratamiento. Mientras que aquellas plantas inoculadas con la cepa 20-F
retrasaron la aparicion de este sintoma, observandose 14 dias después de la
aplicacién del tratamiento. También es importante senalar que la cepa 20-F es la que
registra menor indice de cianosis, seguida por la 20-D y por ultimo la IMI, todas bajo el
tratamiento de 10uM/ml. Por otra parte tenemos aquellas plantas inoculadas con la

cepa 11, las cuales presentaron el mayor porcentaje de cianosis

Sin embargo, en los tratamientos bajo la concentracion de 20uM y 40uM, el numero
de plantas ciandéticas incrementa y se manifiesta a partir de los tres dias posteriores a
la aplicacién de los tratamientos, siendo mayor en el tratamiento de 40uM. Pero las
plantas que se encuentran bajo el tratamiento con 20uM y con la interaccién de
Trichoderma spp., revierten la cianosis, sobre todo aquellas inoculadas con la cepa
20-F.
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5. Comparacién de plantas ciandticas a los 3, 6 y 14 dias posteriores a la aplicacion
de diferentes concentraciones de HgCl,. Estos datos solamente son preliminares y
sugieren que se midan los niveles de antocianinas, debido que las plantas bajo la
interaccion con Trichoderma spp. disminuyeron la acumulacion de pigmentos y los
rebrotes que emergian de estas plantas fueron de color verde en comparacion de las
plantas sin la interaccion con Trichoderma spp., cuyos rebrotes presentaron color
obscuro. Es importante recordar que estos datos no son concluyentes y los

niveles deben de antocianinas deben ser cuantificados, estos datos son

cualitativos
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Figura C.5.1 La inoculacién con las distintas cepas de Trichoderma disminuye la
cianosis provocada por el HgCl, en Arabidopsis thaliana. Se muestran los porcentajes
de cianosis a los 3, 6 y 14 dias después de haber aplicado los tratamientos de OuM/ml
(A), 10 yM/ml (B), 20 uyM/ml (C) y 40 uM/ml de HgCl,. Los datos se analizaron con la
prueba de Friedman. De manera preliminar, las plantas bajo la interacciéon con
Trichoderma spp. disminuyen la cianosis
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6. Determinacion de mercurio en tejido vegetal

Tabla C.6.1 Concentraciones de Hg en tejido vegetal determinados por EAA

Hg TOTAL
CEPAS TRATAMIENTO TEJIDO mg L Hgmg?gﬁ"
(ppm)

SININOCULAR  CON MERCURIO PARTE AEREA 70.247 0.220154
SIN INOCULAR SIN MERCURIO PARTE AEREA 53.982 0.169179
SININOCULAR  CON MERCURIO RAIZ 63.894 0.116797
SIN INOCULAR SIN MERCURIO RAIZ 37.149 0067908
IMI CON MERCURIO PARTE AEREA 55.221 0.173061
IMI SIN MERCURIO PARTE AEREA 41.626 0.130455
IMI CON MERCURIO RAIZ 68.292 0.124838
IMI SIN MERCURIO RAIZ 61.668 0.112783
CEPA 11 CON MERCURIO PARTE AEREA 70.440 0.220758
CEPA 11 SIN MERCURIO PARTE AEREA 46.283 0.14505
CEPA 11 CON MERCURIO RAIZ 67.188 0.122819
CEPA 11 SIN MERCURIO RAIZ 58.334 0.10663
20-D CON MERCURIO PARTE AEREA 64.037 0.20069
20-D SIN MERCURIO PARTE AEREA 50.820 0.15927
20-D CON MERCURIO RAIZ 66.151 0.120922
20-D SIN MERCURIO RAIZ 58.340 0.10664
20-F CON MERCURIO PARTE AEREA 75.783 0.237503
20-F SIN MERCURIO PARTE AEREA 68.446 0.21451
20-F CON MERCURIO RAIZ 60.664 0.11089
20-F SIN MERCURIO RAIZ 46.606 0.085196
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*Nota En la tabla anterior se registran los niveles de Hg total (ppm) en tejidos
vegetales, tanto de plantas inoculadas con Trichoderma spp. como en plantas no
inoculadas. Obsérvese que en los tejidos de las plantas a las cuales no se les aplico
el tratamiento con HgCl, se encontraron concentraciones relativamente bajas en
compasion de las plantas a las cuales si se les aplico el tratamiento. La determinacion
de los niveles de mercurio se efectud entre los grupos de plantas bajo los tratamientos
con 40uM de HgCls.

Debido que los resultados se encuentran expresados en mg/L fue necesario calcular
los mg de Hg por g de tejido vegetal. Para ello se consider6 el peso seco 5 plantas de
Arabidopsis thaliana, obteniendo 3.134g (0.003134Kg) para los tejidos de la parte
aérea y de raices el peso seco fue de 1.828g (0.00182Kg). Los valores se
sustituyeron en la siguiente formula:

-1
mg concentracion de Hg dada en % (ppm)

? - 1000 (peso del tejido vegetal dado en g)

Los datos que se reportan en la Tabla 7.6, se obtuvieron restando a las
concentraciones de las muestras de las plantas tratadas con mercurio las

concentraciones de las muestras de los tejidos de las plantas sin mercurio.

Por otro lado, cuando los resultados fueron expresados en ug/L (ppb), fue requerido
convertir a pg/ml (ppm), como se observa en la Tabla C.6.2. Para determinar los
niveles de Hg en el micelio de las diferentes cepas fue requerido convertir de pg/L a

pg/ml. El peso del micelio fue de 1.0g (0.001Kg).

Cabe destacar que se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones
obtenidas por ICP y EAA (P<0.05), sin embargo no se encontraron diferencias
significativas entre el efecto de Trichoderma sobre las concentraciones de Hg (P >
0.05).
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Tabla C.6.2 Concentraciones de Hg total en tejido vegetal y micelio determinados

por ICP
CEPA TEJIDO TRATAMIENTO ug/L (ppb) pg/ml (ppm) mg/g”’
S/N RAIZ con Hg 84.8272171 0.08482 0.155064
S/N HOJA sin Hg 78.7883792 0.07878 0.246922
S/N RAIZ con Hg 61.7474006 0.06174 0.112874
IMI RAIZ con Hg 30.8737003 0.03087 0.056437
D RAIZ con Hg 28.980581 0.02898 0.052976
S/N RAIZ con Hg 31.7094801 0.03170 0.057964
D HOJA con Hg 83.7195719 0.08371 0.262377
F RAIZ con Hg 31.358104 0.03135 0.057322
11 RAIZ con Hg 31.6186544 0.03161 0.057798
D RAIZ sin Hg 38.1165138 0.03811 0.069676
S/N RAIZ sin Hg 34.2856269 0.03428 0.062674
S/N HOJA con Hg 40.2021407 0.04020 0.125993
IMI HOJA con Hg 26.0068502 0.02600 0.081505
F HOJA con Hg 47.2960245 0.04729 0.148225
11 HOJA con Hg 60.2556575 0.06025 0.188841
D HOJA con Hg 35.2513761 0.03525 0.110477
11 HOJA con Hg 38.6880734 0.03868 0.121248
IMI HOJA con Hg 25.0885321 0.02508 0.078627
IMI RAIZ con Hg 197.966361 0.19796 0.361882
D HOJA con Hg 38.4767584 0.03847 0.120586
11 RAIZ con Hg 28.0540673 0.02805 0.051282
F HOJA con Hg 18.6612538 0.01866 0.058484
11 HOJA con Hg 16.8992966 0.01689 0.052962
F RAIZ con Hg 18.2932722 0.01829 0.033440
IMI HOJA con Hg 18.6996636 0.01869 0.058604
F RAIZ con Hg 26.5974924 0.02659 0.048620
F HOJA con Hg 17.4238838 0.01742 0.054606
11 RAIZ con Hg 25.9224465 0.02592 0.047386
IMI RAIZ con Hg 42.9415902 0.04294 0.078492
D RAIZ con Hg 51.1850153 0.05118 0.093566
F HOJA sin Hg 14.6488073 0.01464 0.045909
D RAIZ con Hg 20.0366972 0.02003 0.036627
S/N HOJA con Hg 14.5787462 0.01457 0.045689
S/N HOJA con Hg 13.5977982 0.01359 0.042615
IMI o 2 13.6392661 0.01363 0.013639
D o = 18.5498777 0.01854 0.018549
F g z 17.5774618  0.01757 0.017577
11 ™ 20.0634251 0.02006 0.020063
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7. Experimento preliminar de induccién de los genes que permitio establecer los
tiempos de colecta.

A Sin mercurio Con mercuric

Ccl1 cC2 c3 c4 c5 ce c7 cs c9 c10
o — e a——— 24hrs gsht
S —— H
| — — — — R 24hmEnz
C— e 24hrs pdf
- — X !

24 hrs prl

R

€1, C6=sin hongo; CZ, C7= IMI; C3, CB=20-D; C4, (9= 20-F; C5, C10=cepa 11
H=hoja; R=raiz; A=actinas

24 horas

48 horas

72 horas

Figura C.7.1 Experimento preliminar de la induccion de GSH1, GSH2, PDF1 y PR-1A
en Arabidopsis thaliana por Trichoderma spp., a 24 horas de haber aplicado el
tratamiento con mercurio (A). En este experimento se vio que los RNA extraidos de
raices de plantas tratadas con mercurio eran inestables después de 48 horas, como se
indica en el gel de calidad (B) donde los carriles pares son las muestras con mercurio.
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