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RESUMEN

Las especies de Trichoderma son hongos filamentosos que confieren un mejor crecimiento,
resistencia a enfermedades y, por ende, tolerancia al estrés abidtico y a la salud de las plantas. El
objetivo de este estudio fue describir las caracteristicas fisioldgicas, variaciones de estructura y
descripcion de cepas de Trichoderma de zonas aridas, para evaluar y describir la posible
adaptacién y modulacién en pH alcalino. La demanda de alimento a nivel mundial, y los
fitopatdgenos obliga a los agricultores a tomar acciones para proteger sus cultivos con el uso
excesivo de agroguimicos, lo que provoca un cambio quimico en el suelo. Asi mismo, se produce
una acumulacion de elementos quimicos, como el sodio y el calcio, provocando suelos fértiles en
zonas aridas. Este problema abre la puerta a la basgqueda de microorganismos con sus mecanismos
moleculares adaptados para mitigar estos fendmenos y funcionar como bioestimuladores. En
nuestro caso, aislamos 11 cepas del hongo Trichoderma spp. de muestras mixtas recolectadas de
la raiz y rizésfera de dos plantas endémicas de Mina, Nuevo ledn. Las cepas fueron identificadas
con marcadores moleculares hasta averiguar su especie. Posterior se evaluo la resistencia a pH
acido y alcalino, y seleccionamos una cepa capaz de crecer sin afectaciones a pH 9.0.
Adicionalmente se probd su capacidad micoparasitaria contra R. solani AG2, AG5 y Fusarium
oxysporium. Se analiz6 la expresion del gen Pacl que esta directamente involucrados en el cambio
y soporte de pH alto, y se examind si en el proceso de adaptacion a alcalinidad producia
metabolitos como los siderdforos que son quelantes de hierro, elemento que no biodisponible para

plantas y microorganismos a estos valores de pH.

Identificamos  tres  especies  principales de  Trichoderma  por  caracteristicas
filogenéticas/fenotipicas; solo las cepas de T. harzianum mostraron crecimiento y tolerancia al
estrés por pH alcalino. También mostraron actividad antagénica contra tres hongos fitopatégenos
principales que causan perdidas de cultivos. Demostramos que el gen Pacl encargado de regular
el pH esta expresado a la baja. Este fendmeno es dado por eventos de adaptacion en cepas
ambientales, ademas, localizamos al gen Sid_D y su transportador transmembranal, donde su
expresion en las cepas de Trichoderma produce péptidos de bajo peso molecular como sideréforos,
gue son causantes de solubilizar hierro. La absorcion de este elemento promueve
significativamente el crecimiento en plantulas de Sorghum bicolor en condiciones de agricultura
endémica. En conclusion, los hongos benéficos como Trichoderma adaptados a nichos
ambientales especificos como zonas aridas mostraron variaciones en sus mecanismos moleculares

para sobrevivir a condiciones adversas modulando su metabolismo.



ABSTRACT

Trichoderma species are filamentous fungi that favor better growth, resistance to diseases, and,
therefore, tolerance to abiotic stress and plant health. This study aims to describe the physiological
characteristics, structure variations, and description of Trichoderma strains for arid zones to
evaluate and describe the possible adaptation and modulation in alkaline pH. The demand for food
worldwide, and phytopathogens, forces farmers to take action to protect their crops with the
excessive use of agrochemicals, which causes a chemical change in the soil; likewise, there is an
accumulation of chemical compounds such as sodium and calcium, causing fertile soils in arid
zones, this problem opens the door to the search for microorganisms with variations and
adaptations in their molecular mechanisms involved in mitigating these phenomena and
functioning as bio stimulators. In our case, we isolated 11 strains of the fungus Trichoderma spp,
from mixed samples collected from the root and rhizosphere of two endemic plants from Mina,
Nuevo Leon. The strains were identified with molecular markers until their species was obtained;
later, the resistance to acid and alkaline pH was evaluated, and we selected a strain capable of

growing without affectations at pH 9.0.

Additionally, it tested mycoparasitic capacity against R. solani AG2, AG5 and Fusarium
oxysporium. Subsequently, the expression of the Pacl gene was analyzed, which is directly
involved in the change and support of high pH. It was examined whether, in the process of
adaptation to alkalinity, it produced metabolites such as siderophores that are iron chelators, an

element that is not bioavailable for plants and microorganisms at these pH ranges.

We identified three main species of Trichoderma by phylogenetic/phenotypic characteristics; only
T. harzianum strains showed growth and tolerance to alkaline pH stress. They also showed
antagonistic activity against three primary phytopathogenic fungi that cause crop losses. We
demonstrate that the Pacl gene responsible for regulating pH is expressed downwards; adaptation
events in environmental strains give this phenomenon; in addition, we locate the Sid_D gene and
its transmembrane transporter, where its expression in Trichoderma strains produces peptides of
low molecular weight as siderophores, which are responsible for solubilizing iron, the absorption
of this element significantly promotes growth in Sorghum bicolor seedlings under endemic
agricultural conditions; finally, beneficial fungi such as Trichoderma adapted to specific
environmental niches such as arid zones have variations in its molecular mechanisms to survive

adverse conditions by modulating its metabolism.



| INTRODUCCION

Las actividades antropogénicas causan condiciones limitantes del suelo, varios lugares son
susceptibles a zonas aridas y semidridas, sus caracterizadas son baja cantidad de materia organica
y nula disponibilidad de nutrientes (Cruz-Méndez et al., 2021); en estos lugares, la sequia es el
resultado de los efectos adversos del calentamiento global y el conjunto de estos factores
determina el bajo rendimiento de la produccion agricola (Cornejo-Rios 2021). En estas areas viven
plantas que se adaptan a condiciones bidticas y abidticas adversas, estas son asistidas por
microorganismos llamados microbiota vegetal (Bona et al., 2021), y estan formadas por bacterias,
hongos y arqueas que han ajustado su fisiologia a las demandas ambientales. permitieron el
desarrollo de microambientes, y pueden sobrevivir en lugares remotos. Varios hongos han sido
estudiados en detalle, siendo modelos de algunas de las rutas 0 mecanismos moleculares que

activan la supervivencia (Ayangbenro y Babalola 2017).

Los suelos alcalino-salinos se revierten con biofertilizantes a base de microorganismos benéficos
como Trichoderma, que han habitado ambientes con condiciones extremas durante mucho tiempo;
estas cepas tienen una modificacion del genoma que da lugar a una buena adaptacion metabdlica
al medio ambiente (Caruso et al., 2020). Raices en interaccién con hongos filamentoso provoco
gue las plantas mostraron mayor turgencia, este evento es posible debido a la retencién de
humedad producido por las hifas que es aprovechado por las plantas para mitigar la sequia o baja
disponibilidad de agua (Silletti et al., 2021).

Las condiciones de las caracteristicas fisicoquimicas de la rizosfera influyen en la asociacion,
estabilidad y proliferacion de plantas o microbios, y el pH determina la continuidad de la relacion
mutua (Husson 2013). El pH influye en la solubilidad de los macro y micronutrientes, por lo que
se asocia con el crecimiento de las plantas y los microbios de su comunidad. A pH &cido, las cargas
electrostaticas positivas prevalecen con el aumento de la disponibilidad de elementos esenciales,
como el carbono y el nitrégeno de materias organicas y minerales como Fe?*, Fe®*, Al**, también
conocidos como formadores de &cidos comunes (Neina 2019; Gondal et al., 2021). Este
comportamiento es inverso en condiciones alcalinas, también en compuestos quimicos con cargas
electrostaticas negativas donde K*, Na*, Ca?*, Mg?* y CI- se acumulan en la capa superior del suelo
(Pelagio et al., 2017), una acumulacion excesiva de sodio y calcio en el suelo provoca el fendmeno
denominado sodificacion, que generalmente se asocia con un aumento del pH en el suelo, debido
a la liberacion de iones hidroxilo al suelo (Wang et al., 2009). Para los hongos, el pH es un factor
vital que afecta el crecimiento, el desarrollo y la competencia (Hewedy et al., 2020). Estos

organismos sobreviven en ambientes con valores extremos de pH, y para mitigar el estrés, adaptan



su ambiente con la secrecion de metabolitos extracelulares como: viridiofungina,
Trichodermadiona A-C, estas moléculas colaboran con la correcta formacién de nichos
moleculares para el intercambio de protones benéficos que es esencial para la modificacion de
valencias en compuestos quimicos que luego son absorbidos por microorganismos y plantas como

macro y micronutrientes (Yan et al., 2021).

Los hongos filamentosos del género Trichoderma son ampliamente conocidos por su uso
biotecnoldgico como agentes de biocontrol contra varios hongos fitopatdgenos, asi como por su
efecto benéfico sobre la aptitud y el crecimiento de las plantas. Trichoderma se encuentra
comuinmente en suelos de varios ecosistemas que crecen bajo condiciones bidticas y abioticas
multivariadas; Este cambio est4 relacionado con su morfologia fingica comun y dificulta su
identificacion taxondmica, ademdas se encuentran aislamientos teleomdrficos en ambientes
naturales de esta especie, la cual presenta un desarrollo in vitro completamente diferente (Cai y
Druzhinina 2021). De manera particular, para variaciones de pH o valores extremos, las cepas de
Trichoderma aisladas de suelos alcalinos presentan mecanismos de control de pH con impacto en
cambios sensibles en la traduccion de sefiales para aumentar la tolerancia a condiciones
desfavorables y la diversidad de la microbiota, alterando positivamente las propiedades del suelo
gue sustentan la nutricién de cultivos y comunidades microbianas de plantas (Mufioz-Arenas et
al., 2022).

La antibiosis causada por la secrecion de metabolitos secundarios inhibe la proliferacion de varios
patégenos (Mukherjee et al., 2022). Los mecanismos analizados producidos en Trichoderma
harzianum en contacto con cinco patégenos fungicos de interés agroindustrial revelaron un
incremento en la expresion de genes involucrados en la generacion de lipasas, glucanasas,
estereasas, quitinansas, que funcionan para generar micoparasitismo. Las cepas de Trichoderma
son modelos aceptados de actividad de supresion para microorganismos invasores y activacion de
proteccion de plantas para diferentes interacciones, primero en la rizsfera y segundo con plantas
asociadas (Alfiky y Weisskopf 2021).

En los hongos como Trichoderma el pH ambiental es una sefial importante para el desarrollo,
colonizacion, colonizacion del huésped, por lo tanto, esa gran capacidad de los hongos de
adaptarse a una amplia gama de ambientes acidos y alcalinos depende del potencial que presentan
las cepas extraidas de ambientales extremos para mediar la expresion de genes a través del factor
de transcripcion PacC (He et al., 2014). La identificacion de cambios y regulacion del pH esta
mediado principalmente por siete genes PalA, PalB, PalC, PalF, PalH, pAll y el factor de

transcripcién terminal de dedos de zinc PacC. En Trichoderma harzianum este factor de



transcripcién promueve la expresion positiva de quinasas, proteasas y glucosa permeasa, entre
otros metabolitos secundarios, que resultan ser eficientes para micoparasitismo, produccion de
antibioticos, acidificacion y alcalinizacion extra e intra celular, lo que confiere en relacion con
plantas la induccidn de resistencia sisteméatica para adquirir nutrientes, espacio y promover el

crecimiento (Trushina et al., 2013).

PacC de A. nidulans funciona como represor de genes expresados en &cido y como activador de
genes expresados en alcalino (Hervas-Aguilar et al., 2007). Ademaés, PacC regula la expresion de
muchos genes fldngicos relacionados con la biosintesis del metabolismo secundario, como la
guelacion del hierro (sideréforos). El hierro es un elemento abundante en la corteza terrestre, pero
es insoluble en pH neutro a alcalino (Espeso et al., 1997). Los sideréforos pertenecen al grupo
hidroxamato, que comparten la unidad estructural N5-acil-N5-hidroxiornitina y se dividen en
grupos fusarinina, coprogen y ferricromo. En los hongos se sintetizan con la ayuda de péptidos
sintetasas no ribosomales (NRPS)(Tilburn et al., 1995). Ademas, varios investigadores sugieren
que los transportadores MFS (Major facilitator superfamily) pueden funcionar como impulsores
de moléculas mas diferentes con sideroforos y otros sustratos dentro y fuera de la membrana
celular (Renshaw et al., 2002).



Il ANTECEDENTES

2.1 Propiedades generales de la rizosfera
La disponibilidad de nutrientes es el principal regulador de crecimiento de los organismos

presentes y que se mantienen en el suelo que son plantas y microorganismos, esta influenciada por
factores bidticos y abidticos relacionados entre si que determinan el éxito y sobrevivencia de estos,
los nutrientes determinan la diversidad de especies que a su vez presenta un rango de tolerancia a
condiciones muy particulares a la geolocalizacién que permite generar una clasificacion adecuada.
(Lui et al., 2022).

Los factores antropogénicos influyen en las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del
suelo. los cambios en el uso de la tierra son el resultado de demandas humanas que surgen de
cambios en los aspectos naturales, econémicos 0 geopoliticos. Las consecuencias son la

modificacién o la conversion de un tipo de uso de la tierra a otro. (More et al., 2022)

Los suelos &cidos presentan una distribucion amplia y abarcan 50% de la tierra cultivable mundial
(Malgalhaes et al., 2015). Los suelos acidos con concentraciones de H* elevadas, son toxicos e
inhiben el crecimiento y desarrollo de las organismos vivos en el suelo (Schubert et al., 1990;
luchi et al., 2007). EI H* en suelos acidos también esta relacionado con muchos otros factores de
estrés, como la toxicidad del aluminio (AI**) y la deficiencia de Pi (Malgalhaes et al., 2015; Ye
etal., 2022).

El caso contrario a este efecto es la alcalinizacién, que en los Gltimos 20 afios tiene aumento debido
a la gran demanda de alimentos, el uso irracional de agua y globalmente el cambio climatico
(Delgado et al., 2022), hasta el momento se sabe que el dafio a los organismos generado por los
suelos alcalinos es méas contundente que el suelo acido, debido a la acumulacion de sales en la
parte superior del suelo limita la conductancia del agua, asi como la porosidad y la aireacion del
suelo, La salinidad también afecta las actividades enzimaticas, la funcion estomatica y las tasas
fotosintéticas, y aumenta la sintesis de especies reactivas de oxigeno (ROS), que dafian las
membranas celulares, los lipidos, las proteinas, el ADN y el ARN, e inducen la muerte celular
programada. Finalmente, este factor abidtico promueve el estrés hipertdnico debido a la

acumulacion de Na* y Cl~ iones (Jimenes et al., 2022).

2.1.1 Vegetacion en zonas aridas
Los recursos forestales no maderables son de gran importancia en zonas aridas y semi aridas,

ademas resultan tener propiedades como bioindicadores de estas areas que permiten observar el
estado de salud de los suelos. EI Agave lechuguilla es un recurso natural nativo de zona sur de

estados unidos de América y su distribucién nacional de México comprende en los estados de
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Coahuila, Chihuahua, Nuevo Ledn, Durango, San Luis Potosi, Tamaulipas y Zacatecas. Esta
demostrado que tiene propiedades fitoquimicas como generacion saponinas sapogeninas,
compuestos fendlicos, fructano santivirales antioxidantes y actividad hipocolesterolémica
(Carmona et al., 2017). Por otra parte, una especie representativa de regiones subtropicales y
desiertos mexicanos es el género Fouquiericeae, dada su anatomia y sus caracteristicas de
adaptacion tiene un linaje de ancestros que se adaptaron a sequia estacional y localizarla en
desiertos tiene gran importancia debido a que la geolocalizacion muestra que los nutrientes y

condiciones climéticas no son favorables (De-Nova et al., 2020).

2.2 Trichoderma modelo de estudio extreméfilo de zonas aridas
Trichoderma es un género de hongos que pertenece al phylum Ascomycota, a la clase

Sordariomycetes y a la familia Hypocreaceae (fasesexual). Se encuentra en diversos ecosistemas
en el mundo y puede ser encontrado en suelos compuestos organicos ricos en nutrientes y
ambientes extremos (Brewery Taylor, 1981). La supervivencia de los hongos de este género es
muy variada (Druzhinina et al., 2011), incluye estrategias nutricionales caracteristicas de

organismos saprofitos, biotréficos y necrotroficos.

La adaptabilidad, facil aislamiento y manipulacion de los hongos del género Trichoderma ha
facilitado su estudio, debido a que su desarrollo in vitro es similar in vivo. Estos hongos son
oportunistas, simbiontes de plantas y pueden comportarse como parasitos y antagonistas de varios
hongos fitopatdgenos, protegiendo a las plantas. Trichoderma es un organismo biocontrolador
muy estudiados, cominmente comercializado y recientemente considerado biofertilizantes
(Harman, 2000; Harman et al., 2004a). Diferentes especies de Trichoderma pueden colonizar la
rizosfera y promover efectos benéficos para las plantas. Los efectos que tiene son favorecen un
rapido establecimiento de comunidades microbianas que esto pueden mejorar la salud de la planta

y estimular su crecimiento radicular (Harman et al., 2004a).

2.3 Generalidades gendmicas de Trichoderma
T. reesei / H. jecorina fue la primera especie del género secuenciado (Martinez et al., 2008;

Mukherjee et al., 2013). Tiene como caracteristica principal la produccion de celulasas, pero
limitado biocontrolador. Caso contrario de las dos especies de biocontrol T. atroviride y T. virens,
gue encontraron en sus genomas de muchos genes Unicos involucrados en el micoparasitismo para
atacar a otros hongos causante de enfermedades de plantas (Figura #1) (Druzhinina et al., 2011,
Mukherjee et al., 2013). Posterior se analizaron los genomas de T. harzianum y T. asperellum,
que son especies de control bioldgico que pertenecen a otras ramas filogenéticas, y son de gran

importancia en el éxito de sistemas agroindustriales. La disponibilidad de dicha informacion



facilita el analisis de especies y enriquece el conocimiento de tamafios de genes, familias génicas
expandidas, que en conjunto son eventos de microevolucion que producen diversidad de
metabolitos secundarios, proteinas secretadas no caracterizadas que estan disponibles en cepas

adaptadas a ambientes megadiversos.
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Figura 1.- Relaciones evolutivas de las siete especies secuenciadas de Trichoderma. Las imagenes se toman

en parte de la base de datos en linea de Trichoderma (Samuels et al., 2012).

2.4 Adaptacion de Trichoderma a condiciones ambientales
En los microorganismos incluido Trichoderma, los factores externos modifican sus caracteristicas

morfol6gicas como funciones fisiologicas. Entre estos factores, el pH es probablemente el
pardmetro ambiental mas importante que afecta el desarrollo de cepas de Trichoderma (Kredics
et al., 2004; Singh et al., 2014). La produccién de biomasa de T. harzianum, T. viride y T.
asperellum se elev6 que cualesquiera otras especies en todos los niveles de pH, mientras que T.
longibrachiatum y T. atrovirida mostré una produccién moderada de biomasa y un minimo se
observé con T. koningii y T. virens. (Singh et al., 2014). Con dicha informacion se manifiesta que
cada especie estd adaptada de diferente forma a pH diversos. Para sobrevivir y proliferar, los
microorganismos deben adaptar su entorno modificando el pH, a un amplio rango de pH requiere
no solo un sistema de pH interno homeostéatico, sino también un medio para garantizar que las

moléculas directamente expuestas al medio ambiente como las permeasas, las enzimas secretadas



y los metabolitos exportados se sintetizan a valores de pH en los que pueden funcionar (Pefialva
et al., 2008).

2.5 Mecanismos moleculares de adaptacion a estres por pH en Trichoderma
la regulacion molecular en respuesta al pH ambiental fue descrita en la levadura Saccharomyces

cerevisiae, denominado como la ruta Rim101p/Nrglp. En el hongo filamentoso Aspergillus
nidulans ya se habia reportado el mismo mecanismo como el factor de transcripcion PacC, que
cuenta con tres dominios de dedos de zinc, como un regulador de otros genes en respuesta
acambios de pH, en concreto a condiciones neutras y alcalinas, pero fue afios después que se hizo
un analisis comparativo con otros hongos y se encontré que existian los ortélogos de las proteinas
involucradas en esta ruta de sefializacion en respuesta al pH ambiental (Lamb et al., 2001; Eshel
et al., 2002; Caracuel et al., 2003; Rollins et al., 2003).

La cascada de sefalizacion en respuesta al pH del medio se representa en la Figura 2, y comienza
con la activacién del sensor transmembranal PalH que, en condiciones alcalinas, transmite una
sefial a través de la membrana que resulta en la activacion de la proteina tipo arrestina, PalF esta
es fosforilada y después ubiquitinada. Esta modificacion recluta al complejo endosomal requerido
para el transporte (ESCRT) hacia la zona de membrana. Esto da como resultado la polimerizacién
de las proteinas Vps32 y el reclutamiento de PalC a este complejo en formacion. La incorporacion
de la proteina PalA permite reclutar a PacC a través de los dos motivos YPx, que flanquean la caja
de sefializacidn de proteasa en este factor de transcripcion. PacC puede encontrarse en tres formas,
una completa de 72 Kda, una intermedia de 53Kda y una pequefia de 27 Kda. PalB es reclutado
en un proceso que involucra a Vps24 y otras proteinas circundantes. PalB corta PacC’ dentro de
la caja sefializacion de proteasa para producir PacC®3, la forma intermediaria, la cual sera cortada
por el proteosoma, para obtener Pac?’, que es la forma completamente procesada y funcional. Esta
Gltima forma de PacC deja libre los dominios de dedos de zinc para regular la expresién de genes
en respuesta a pH, a través de los promotores que contengan la secuencia diana 5’-GCCARF-3’
(Espeso et al., 1997; Galindo et al., 2012).



At alkaline ambient pH

Pall PalH
al . Qé@é Plasma membrane
i j—ﬁ = P,
/ @ i~—___Protein
Plasma 7 ;
P Y

kinase

Endocytosis? /' Ub,

24 /, ~>—__Ubiquitin pH-signal transduction
ligase

membrane
complex

Endosomal
membrane —__
complex

L= Cc 2
Zinc - - 'B"

fingers fingers

PacC72 (5-67%) closed conformation

Signalling
protease

3\

Zinc A B Zinc A B

fingers
paccﬁ'i (5—~500)

fingers

Processing protease
Zinc
fingers A
PacC27 (5-~254)
Alkaline-expressed \/Acid-expressed
genes genes

TRENDS in Microbiology

Figura 2.- Via de activacion de Rim101 en Aspergillus nidulans. A pH &cido Rim101/PacC se encuentra
cerrado, inaccesible para prote6lisis. Su activacion ocurre a pH alcalino, (Pefialva et al., 2008).

En T. virens se ha observado que el 5% del transcriptoma es dependiente del pH extracelular y
que de éste un 25% es dependiente de PacC. Dentro del grupo de genes regulados positivamente
destacan intercambiadores de Na/H*, ATPasa y ATPasa tipo P, simportador de H*/oligopéptido,
transportador regulado Fe?*/Zn?* y transportadores de sideredforos, asi como enzimas relacionadas
en lasintesis de éstos Ultimos. Sumado a estos resultados también se observé que PacC es relevante
en la capacidad micoparasitica de Trichoderma debido a que las cepas deletantesen PacC no
fueron capaces de sobrecrecer el micelio del fitopatdgeno Rhizoctonia solani en confrontaciones
in vitro, en comparacion con la cepa silvestre y la cepa sobreexpresante de este gen (Trushina et
al., 2013). Resultados similares sobre la importancia de PacC en la capacidad micoparasita han
sido descritos en T. harzianum, donde las cepas silenciadas en Pacl no podian hacer frente a B.
cinerea, R. solani, R. meloniy P. citrophthora. El andlisis proteémico revelé que Paclregulaba
positivamente genes involucrados en antagonismo fingico, como aquellos codificantes de las
quitinasas chit42 y quit74. Un resultado interesante fue que la cepa silvestre y la cepa sobre
expresante PacC fueron menos eficientes en los ensayos de antibiosis, en comparacion con la cepa
silenciante, lo que sugiere una regulacion negativa de Pacl sobre las vias de sintesis de

metabolitos antifingicos en T. harzianum (Moreno, M. et al., 2007).

Los productos de los genes Pal transmiten la sefial de pH para estimular cambios en PacC en una
forma activa para regular los genes rio abajo. En general, a pH ambiente alcalino, el polipéptido

PacC de longitud completa da como resultado una forma funcional mas corta. Activa genes que



se expresan a pH alcalino y reprime genes que se expresan en condiciones de crecimiento acido
(Tilburn et al., 1995; Espeso et al., 2002; Dos Santos et al., 2014).

2.6 Genes sensibles a los pH regulados por PacC en Hongos

PacC es un factor de transcripcion importante en la regulacion del pH en Trichoderma, la
diversidad de sefiales que producen los hongos para promover la expresion genes en respuesta a
la condicion acida o alcalina alin estd por descubrirse, pero se estan publicados varios datos

importantes.

El analisis generado por Hékkinen et al., 2015 revelo que mas de 940 genes estaban regulados
diferencialmente en respuesta al pH, ademas, de estos genes dependientes de pH, 346 se
expresaron diferencialmente después de la exposicion al pH alcalino y 584 se regularon
positivamente a pH bajo. PacC regula el 9% de todos los genes que codifican proteinas en hongos,
la informacion toma como referencia la secuencia promotora 5’-GCCARF-3’ rio arriba de los
genes sensibles y puede activar o reprimir la transcripcion de esos genes dependiendo de

condiciones acidas o alcalinas.

Los genes sensibles al pH se clasificaron de acuerdo a los grupos funcionales “transporte y
metabolismo de iones organicos”, “modificaciones postraduccionales, renovacion de proteinas
chaperonas” y “transporte y metabolismo de aminoécidos”, genes regulados por Pacl. Ademas se
realiz6 un agrupamiento para identificar genes co-regulados, donde destacan los que codifican
péptido sintasa no ribosémicas, lipasa/ esterasa de biosintesis de sideroforos, transportadores
ABC, una acetilasa de biosintesis de sideréforos, una enoil-CoA hidratasa/isomerasa y un
transportador de hierro de sider6foros, una oxidorreductasa, transportador MFS, una ligasa de acil-
CoA de acido graso de cadena larga, y genes con funciones desconocidas entre los resultados méas

representativos.

2.7 Sideroforos sintetizados por hongos
El hierro es un oligoelemento esencial indispensable para la mayoria de los organismos, esta

involucrado en el transporte de electrones, en procesos metabdlicos como la respiracion celular y
la fotosintesis, y siendo el cuarto elemento mas abundante en la naturaleza su biodisponibilidad es
limitada, ya que se oxida rdpidamente en contacto con el oxigeno de la atmosfera, tiene un rango
muy limitado de biodisponibilidad, a pH acido alcanza su mayor punto de solubilidad debido a
que su valencia se encuentra en Fe?*, por lo tanto a pH neutro y alcalino no es soluble (Hider y
Kong 2010).



Los hongos son que descomponen y se alimentan de materia organica presente en el suelo, sin
embrago, cuando las condiciones donde habita tiene déficit de hierro muchos hongos tienen dos
respuestas principales (i) sintesis de sideroforos por estrés de hierro, y reductasa de hierro férrico
de alta afinidad (Philpott 2006). Los tipos comunes de sideroforos son hidroxamatos, catecolatos
y carboxilatos, donde T. pseudokoningii y T. longibrachiatum son unos de los organismos que

puedes sintetizar las tres diferentes familias estructurales de sider6foros.

La biosintesis de sideroforos y regulacion se realiza por dos vias: la péptido sintetasa no
ribosomica (NRPS) dependiente y la NRPS independiente, estos complejos enzimaticos consisten
en el dominio de adenilacion (A), dominio de thiolacion (T), el dominio de condensacion (C) y el
dominio de tioesterasa (TE) (Crosa y Walsh 2002). Los hidroxamato tienen vias biosintéticas
caracterizada por hidroxiornitina. EIl primer paso es la hidroxilacion de L-ornitina. Este es un
precursor de los sider6foros, que se convierte en N -hidroxi- L -ornitina en una reaccién catalizada
por las enzimas L-ornitina y L-ornitina N 5 —oxigenasa (De luca y Wood 2001; Sah y Singh
2015). El segundo paso es la acilacién de N-hidroxi L-ornitina para formar N -acil- N -hidroxi- L-
ornitina en presencia de la enzima transacetilasa (Neilands et al., 1987). Como se representa en la
Figura#2, el derivado de acil-CoA es un donante de acilo y la reaccion es catalizada por acil-CoA:

N-hidroxi-L-ornitina N-acil transferasa (Pecorato et al., 2021).
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Figura 3.- L-ornitina es el precursor biosintético de los sider6foros en los hongos.

Todas las especies de hongos mantienen un mecanismo extracelular de absorcion de hierro
conocido como transportador de sider6foro-hierro (SIT). Estd constituida por una importante
familia de proteinas que facilita la captacion de hierro en los hongos, actuando a través de la
membrana plasmatica, con alta solubilidad y energia, como un simportador acoplado a protones,
y liberando siderdéforos quelados con hierro durante la actividad celular. Se ha descubierto que la
triacetil fusarina C (TAFC) y la fusarinina C (FSC) mejoran la liberacion de hierro a través del
hidrolisis parcial por la enzima esterasa (Estb) (Howard 1999). Los hongos expresan genes de

transportadores especificos para sider6foros secretados por otras especies. Cuando el sider6foro



es abundante, el sistema reductivo de transporte puede catalizar la captacién de hierro unido al
sider6foro. Més del 50% de los genes se activan transcripcionalmente en condiciones de privacion
de hierro y estan involucrados en la absorcion de quelantes de hierro (Hsiang y Baillie 2005;
Pecorato et al., 2021).

2.8 Trichoderma como generador de sideréforos
En el hongo saprofito Trichoderma la informacion sobre la diversidad de sider6foros producidos

es escasa, pero se sabe que la presencia de sideroforos esta relacionada con la especie y los factores
que activen estos genes. (Lehner et al., 2013). Zhao y colaboradores en 2013 reportan el efecto
benefico de T. asperellum en la promocién del crecimiento del pepino bajo estrés salino y
demaostraron que los siderdforos pueden desempefiar un papel en el alivio de la deficiencia de Fe
inducida por la salinidad. Lehner et al., 2013 reportan que la diversidad de sideroforos en
Trichoderma corresponde a la ecologia de las especies, los resultados identifican que T.
polysporum y T. gamsii que provienen de habitat de suelo tropical, presentaron 12 sideroforos, a
diferencia de T. reesei que nunca ha sido aislada de suelo solo presenta una gran capacidad para
degradar celulosa. Los sider6foros de Trichoderma spp. pertenecen a las familias fusigen,
ferrichrome y coprogen, y sus grupos de genes NRPS ortélogos involucrados en la sintesis de

siderdforos (SidD y NPS6) se han identificado en T. atroviride, T. reesei y T. virens.

El estudio del mecanismo de adaptacién a variaciones de pH del medio llevado a cabo por el factor
de transcripcién PacC, generara claves en el entendimiento de la capacidad de adaptacion de los
hongos, las rutas de transduccion de sefiales del medio o el suelo donde crecen, esto para darle una
ventaja al crecimiento de las plantas por genes candidatos a sintesis de sider6foros, debido a que
el suelo del Estado de Nuevo Ledn se conoce que es alcalino y no favorece el crecimiento de las

plantas.



111 JUSTIFICACION

El suelo del norte del pais presenta caracteristicas muy particulares. Es arido en su mayoria y la
mayor parte del afio, el panorama es seco esto se ve reflejado en su tipo de suelo que presenta una

marcada tendencia arcillosa y calcarea.

Por otro lado, la mayoria de las cepas de Trichoderma reportadas como Utiles en el control de
enfermedades de plantas y capaces de promover el crecimiento de estas presentan un
comportamiento de acidificacion del medio donde crecen. En nuestro grupo de trabajo (Unidad de
manipulacion genética) hemos encontrado aislados de cepas del Estado de Nuevo Ledn capaces
de presentar una predisposicion a la alcalinidad y que, al encontrase asociadas a vegetacion que
sobrevive a la sequia, generan un gran interés. Los hongos crecen en un rango de pH relativamente
amplio y se adaptan al pH extracelular a través de un sistema regulador genético mediado por
componentes clave. Existen algunos moduladores de la adaptacion al pH que ya han sido descritos
en algunos géneros de hongos, pero otros estan por descubrirse. Ademas, demostraremos algunos
genes efectores para plantas que estén influenciados por los genes que modulan de pH. En este
sentido, ofreceremos una descripcidn de los mecanismos regulatorios de adaptacion que rigen la
sefializacion del pH en hongos aislados del Estado de Nuevo Le6n del género Trichoderma y

resaltar como los hallazgos pueden desempefiar efectos importantes en el crecimiento de plantas.



IV HIPOTESIS

Cepas de Trichoderma spp. aisladas de la zona érida del norte del Estado de Nuevo Ledn tienen
la capacidad de adaptarse a condiciones adversas de pH en el suelo y en el proceso producen

moléculas que benefician el crecimiento de plantas.

4.1 Objetivo general
Describir los mecanismos que regulan el fenémeno de alcalizacion y neutralizacion en algunas

cepas silvestres de Trichoderma

4.1.10bjetivos especificos
o Aislar cepas de Trichoderma spp. en zonas aridas del estado de nuevo leén, e identificar

con marcadores moleculares su especie.

e Caracterizar el comportamiento fenotipico y genémico de diferentes cepas silvestres del
género Trichoderma al crecer en medios de cultivo con diferente pH.

e Analizar el patron de expresion del gen Pacl en la cepa ambiental en medios de cultivo
con distinto valor de pH.

e Caracterizar los mecanismos moleculares que utiliza Trichoderma para cambiar el pH y

activar genes para el desarrollo de plantas de interés agrindustrial.

Trichoderma Bio-Fertilizer Decreased C
Mineralization in Aggregates on the Southern North
China Plain



V MATERIALES Y METODOS

5.1 Datos geograficos y recoleccion de muestras de rizosfera
La zona de estudio fue en el municipio de Mina, Nuevo Ledn, a una altitud de 589 msnm, en un

area topogréfica plana, latitud 25° 59" 05.6" y longitud de 100° 37" 10.9".La coleccién de muestras
de suelo fue recuperada de una area de 50m? donde existia diversidad de plantas sanas de agave
lechuguilla y Fourquieria splendens (Ocotillo), dichas especies no se encuentran dentro de
organismos protegidos por la NOM-059-SEMARNAT-2010 (Mexicana, N.O. 2010), a las
profundidades de 0, 15 y 30 cm, también recolectamos 20 c¢cm. raiz de cada espécimen, y

transportado y refrigerado a 4°C, las plantas fueron devueltas a su condicién natural.

5.2 Analisis Fisico-quimico del suelo
Las propiedades del suelo fueron determinadas por un proveedor externo, siguiendo los estatutos

de la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2002, especificaciones de fertilidad,
salinidad y clasificacion de suelos. Estudio, muestreo y anélisis (SEMARNAT 2002). Se
evaluaron los siguientes pardmetros: pH, materia organica, textura del suelo, macro y

micronutrientes.

5.3 Material bioldgico
Las cepas de Trichoderma de Nuevo Leon utilizadas en este estudio se aislaron mediante la técnica

de placa de dilucidn, se incubaron en agar papa dextrosa (Difco Laboratories, Detroit, MI) y
Trichoderma solid medium (TSM) (1% extracto de malta, 0.1% extracto de levadura, quitozeno al
0,02%, rosa de bengala al 0,015%, clortetraciclina al 10% 0,6 ml, cloranfenicol al 10% 10 ml y
agar al 1,5 %) a 28 °C en oscuridad, las cepas de Trichoderma se identificaron por morfologia

clasica.

5.4 Aislamiento de ADN
La extraccion se realizd siguiendo el protocolo reportado por Reader y Broda (1985). EI ADN

obtenido se mantuvo a -20 °C hasta su uso. Para revisar la integridad del ADN obtenido de
diferentes muestras de Trichoderma, se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1%.

5.5 Amplificacion de marcadores moleculares y secuenciacion

La reaccion en cadena de la polimerasa se realiz6 utilizando los ADN como molde, se llevé a cabo

utilizando cebadores para amplificar mostrados en la Tabla 1.



Tabla 1: Secuencias de oligonucledtidos empleados como marcadores moleculares, para la amplificacion de

zonas variadas del genoma de hongos.

Clave Secuencia5” - 3’ Referencia

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al., (1990)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., (1990)
LROR ACCCGCTGAACTTAAGC Vilgalys & Hester (1990)
LR5 TCCTGAGGGAAACTTCG Vilgalys & Hester (1990)
ACT 512f ATGTGCAAGGCCGGTTTCG Carbone & Kohn (1999)
ACT 783r TACGAGTCCTTCTGGCCCAT Carbone & Kohn (1999)
Bsens ATCACWCACTCICTIGGTGGTGG Vilgalys & Hester (1990)
Brev CATGAAGAARTGIAGACGIGGG Vilgalys & Hester (1990)
EF1 728f CATCGAGAAGTTCGAGAAGG Rehner & Buckley (2005)
EF1 1281r AACTTGCAGGCAATGTGG Rehner & Buckley (2005)

Se realizaron amplificaciones de ADN con polimerasa Mytaq TM Bioscience. El producto de PCR
se purifico con PureLink® Quick Gel Extraction Kit de invitrogenTM, siguiendo las instrucciones
del fabricante y secuenciados en el laboratorio nacional de genomica para la biodiversidad
(LANGEBIO).

5.6 Analisis Filogenético
Las secuencias parciales de ADN se analizaron con el programa BioEdit v. 7.0.9.0, se realizaron

ajustes manuales si fue necesario con la comprobacion del electroferograma. Las secuencias de
referencia se recuperaron del GenBank con caracteristicas homologas a los marcadores
moleculares utilizados, posterior las secuencias se alinearon con MUSCLE vy la filogenia de todos
los loci se completaron de forma independiente y en combinacion con Maxima probabilidad (ML)
como modelo de evolucién y con unién de vecinos (NJ) como método de agrupamiento. El soporte

estadistico de repeticiones se calcul6 a partir de 1000 bootstrap.

5.7 Ensayos de tolerancia a variaciones de pH en medio Murashagi y skoog con
modificaciones
La prueba de sensibilidad al estrés por pH se desarroll6 mediante la inoculacion de 1X108

conidios/ml de cepas de Trichoderma en medio 0,2X Murashagi y Skoog (MS) liquido con
sacarosa como fuente de carbono, este medio de cultivo es el mejor candidato por contener macro
y micronutrientes requeridos por las plantas y microorganismos Deshaware et al., 2021, cuando
cambia el pH de este medio, cambia la disponibilidad de los compuestos quimicos. Segin lo

descrito por Pelagio et al., 2017, nosotros evaluamos la absorcién de nutrientes por desarrollo de



biomasa de cepas de Trichoderma a valores de pH iniciales de 3,0, 6,0 y 9,0., también evaluamos
el desarrollo en medios con amortiguadores de pH, utilizando solucién de citratos para pH 3,0,
acido 2-etanosulfénico (MES) para pH 6,0 y acido N-ciclohexil-2-aminoetanosulfénico (CHES)
para pH 9,0, (100 mM), incubacién a 28 °C, cuantificando la biomasa después de 72 h. Las cepas
gue presenten un comportamiento importante a valores extremos de pH se utilizaran en ensayos

posteriores.

5.8 Anélisis de microscopia electronica de barrido (SEM)
El escaneo SEM se realiz6 como se describe Dautt-Castro et al., 2020, con modificaciones

menores. Las cepas T. harzianum T35y T9_UANL (seleccionadas en este trabajo) se cultivaron
en MS + sacarosa en placas de pH 6.0 y 9.0 durante 72 h a 28 °C. Para el anélisis SEM, 0,5 cm2
de PDA que contenia cada cepa en los tiempos indicados se fijaron en glutaraldehido al 3% en
PBS® (solucion salina tamponada con fosfato) durante dos horas. Luego, los tapones se
enjuagaron tres veces con PBS frio durante 15 minutos y posteriormente se fijaron posteriormente
con una solucion de OsO4 al 1 % en PBS durante una hora, seguido de tres secuencias de 15
minutos en PBS. Finalmente, las muestras fueron montadas y recubiertas de oro por pulverizacion
catddica en un Cressington Modelo 108auto, analizadas en un SEM modelo ZEISS. ElI SEM se
ajusto a 4 kV, 5,5 puntos y WD de 10 mm. Las micrografias se tomaron con el electron secundario

(SE) y el detector de retrodispersion circular (CBS) con un aumento de 1500x.

5.9 Ensayos de confrontacion hongo-hongo
Las confrontaciones directas se realizaron con las diferentes cepas ambientales de Trichoderma y

con tres fitopatogenos Rhizoctonia solani AG2, Rhizoctonia solani AG5, y Fusarium oxysporum.
En medio Agar Papa Dextrosa (PDA), se colocaron discos de micelio de 72 h de incubacidn de
Trichoderma vy fitopatdgeno en el extremo de la placa en direcciones contrarias. Los cultivos se

mantuvieron a 28 °C por un lapso de 10 dias (Ramirez-Valdespino et al., 2019).

5.10 Interaccidn planta-hongo y mitigacion de sequia
Se incubaron 1X108 conidias/g de las cepas de Trichoderma en recipientes de plastico (7 cm de

diametro x 16 cm de altura) que contenian 150 g. Se evaluaron cuatro condiciones (CP: suelo
comercial (Happy Flower mexicana, S.A. de C.V, CDMX, México) sin Trichoderma, CN: suelo
arido (suelo de Mina, Nuevo Le6n, México) sin Trichoderma, AST35: suelo arido con T.
harzianum T35, ASET9: suelo arido con T9_UANL), mantenido en camara climatica a 28°C, bajo
un fotoperiodo de 16 h luz (200 umol m™2 seg™?) /8 h oscuridad, y alimentado con dos riegos de

150 mL de agua no esterilizada por semana.



Después de cinco dias de incubacion de la cepa, se afiadieron 25 semillas de Sorghum bicolor por
lote, las cuales se esterilizaron superficialmente en etanol al 95% (v/v) durante cinco minutos e
hipoclorito de sodio al 20% (v/v) durante cinco minutos y se lavaron cinco veces con agua
esterilizada. Después de 21 dias post interaccion, medimos el porcentaje de germinacion, la

longitud de raices y tallos y el peso fresco.

El estrés por sequia y plasticidad que brindan las cepas de Trichoderma a las plantas de Sorgo se
determind de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente con la modificacion de reducir en
su totalidad el riego por 20 dias, el dia 21 se regaron las plantas y se almacenaron en camara de
crecimiento para observar su vigor después de 24 h. medimos porcentaje de germinacion, longitud
de raiz y tallo y peso fresco. Se realizaron cinco determinaciones repetidas por cepa y tres

experimentos independientes.

5.11 Genes especificos de Trichoderma implicados en el control de pH
Para la busqueda de los componentes de la respuesta al cambio de pH ambiental se disefiaron

oligonucledtidos especificos para identificar variaciones en la estructura completa del gen Pacl
que codifica para el factor de transcripcién PacC mediador de factores extracelulares de
condiciones acidas y alcalinas, las reacciones de PCR se realizaron con cebadores para cepas
ambientales de Trichoderma mostrados en la Tabla 2, la purificacion de los fragmentos y
secuenciacion se efectuaron como se describié anteriormente, la comparacion se efectud con

secuencias de referencia reportadas en bases de datos.

Tabla 2: Oligonuclettidos disefiados para la deteccién de Pacl y experimentos de RT-PCR Y gPCR. Se
muestra el amplicdn esperado a partir de gADN y cADN segUn corresponda.

Clave Secuencia5” - 3’ Tamafo de fragmento
PacC-For-C | GGCCGCGTAACCGTTAGATA 4300 pb

PacC-Rev-C | CTCGTGCTCCTTCCTTCGTT

Gdpfor GCTGCCGATGGTGAGCTCAAGGG 189 pb

Gdprev GAGGTCGAGGACACGCGGGA

PacC-F-rna GCCAATGGAACTCTTGTCGC 220 pb

PacC-R-ra | ATAGTTGGTCGACGGCTGAG

Adicionalmente, se disefiaron oligonucledtidos para amplificar una region conservada no mayor a
250 pb de Pacl, para realizar ensayos de expresion en respuesta a variaciones de pH del medio en
las condiciones descritas en el apartado 5.7. para comprobar una diferencia significativa en la

expresion de cepas ambientales aisladas de zonas aridas, también se utilizaron oligonucle6tidos



correspondientes al gen enddgeno Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GDP) con expresién

constitutiva descritos por Carreras-Villasefior et al., 2013.

5.12 Extraccion de ARN y sintesis de CADN
La extraccion de ARN total se realizé en T. harzianum y T9_UANL, que era resistente a pH

alcalino. Para ello, los micelios se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido luego de 30
min (T1), 60 min (T2), 24 h (T3) y 48 h (T4) de incubacion a 28 °C. La extraccion de ARN total
fue desarrollada por el método Trizol. EI ARN total se tratd con ADNasa | libre de ARNasa
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA) y el ADNc se sintetiz6 con transcriptasa inversa

omniscript® (QUIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.13 Andlisis de expresion génica por gqRT-PCR
Las reacciones de qRT-PCR se desarrollaron con cebadores especificos de genes (Tabla 2), usando

100 ng de cDNA como plantilla y la mezcla SYBR Green Master (ThermoFisher Scientific). El
gen de la GDP se utiliz6 como gen de mantenimiento y se analizaron tres réplicas técnicas para
cada tipo de interaccion. Para el analisis de datos se utilizd el método 224, utilizando el software

BIO RAD CFX para determinar la expresion de los genes seleccionados.

5.14 Seleccion de genes codificantes para siderdforos y transportadores regulado
por PacC
Wu et al., 2021 analizaron el transcriptoma de mutantes nulas y sobre expresantes de cepas de

Trichoderma reesei obtenido informacion de genes codificantes para proteinas no ribosomales
péptido sintasa (NRPS), también se considerd el analisis de datos de Hakkine et al., 2014 para
determinar posibles genes codificantes de transportadores perteneciente a una stper familia Major
Facilitator Superfamily (MFS), se seleccionaron secuencias que tuvieran la region promotora 5'-
GCCARC-3’ del factor de transcripcion PacC como criterio principal. Se disefiaron sondas
aminoacidicas tomando en cuenta las secuencias de genomas reportados de cuatro principales
cepas de Trichoderma (T. virens, T. ressei, T. atroviride, T. harzianum), de los genes codificantes
para sidero6foros y su posible transportador transmembranal, se disefiaron oligonucle6tidos
siguiendo las especificaciones del apartado 5.11 y 5.12 y mostrados en la Tabla 3, para regiones

parciales de estos genes.



Tabla 3: Oligonuclettidos disefiados para deteccidn parcial de los genes NRPS y MFS. Se muestra el
amplicon esperado a partir de gADN y cADN segun corresponda.

Clave Secuencia5” - 3’ Tamafo de fragmento
Sid-D-For TGGGGCCAGTATGCTAGGAT 139 pb

Sid-D-Rev CCACAATCCAAATAGCGGCG

MFS-For GCCCGTCTCTTCTTCAGCTA 125 pb

MFS-Rev ACCACATTCCGATACCCCAT

5.15 Evaluacion de produccion de sideréforos por Trichoderma
La deteccion de la capacidad de producir sider6foros de las cepas de Trichoderma se evalud

mediante el ensayo Universal CAS (cromo azurol s) en medio sélido (Schwyn y Neilands, 1987).
Es el método utilizado para la deteccién debido al viraje de color como consecuencia de la pérdida

de hierro (ferricromogénico).

Todo el material de vidrio utilizado fue lavado con &cido clorhidrico (1 M) para eliminar residuos
de hierro. EI medio CAS-agar se de las soluciones A y B. La solucién A se preparé afiadiendo
60.5 mg de cromo azurol s (CAS; Sigma-Aldrich 199532), 10 mL de solucion férrica de HCI 10
mM con FeCl;-6H,0 al 1 mM y 72.9 mg de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA,;
Sigma-Aldrich H6269) disueltos en 100 mL de agua destilada. EI CAS se disolvié en 40 mL de
agua destilada para agregar la solucion férrica, posterior se observé un viraje de anaranjado rojizo
a rojo oscuro, despueés se adicion6 el H.D.T.M.A. obteniendo una solucién parpura. Finalmente,
la solucién se aforé a volumen final de 100 mL con agua destilada. Solucion B, se preparé el
medio minimo 9 (MM?9) sélido (10 g/L de glucosa, 0.5 g/L de NaCl, 0.3 g/L de K;PQO,, 0.1 g/L de
NH4CH5CO;,, 150mg deL-ornitina, 30 g/L de MES) se ajusté el pH del medio a 6.8 y se agregaron
15 g/L de agar para aforar 900 mL con agua destilada.

Ambas soluciones fueron esterilizadas por separado a 120°C y 15 Ib de presion durante 15
minutos. Una vez estériles las soluciones A y B se dejaron enfriar hasta aproximadamente los
40°C y se mezclaron los 100 mL de la solucién CAS con los 900 mL de MM9 para obtener 1L de

CAS-agar, adquiriendo la caracteristica coloracion azul del medio.

El medio se vacio en cajas Petri, una vez solidificado se inoculé en el centro un disco micelial de
5 mm de didmetro de un cultivo de 48 horas de crecimiento de cada una de las cepas. Los cultivos
se mantuvieron en observacién 5 dias incubados a 28 °C. La produccién de sideréforos se

considero positiva al observar un viraje de azul a amarillo, anaranjado o purpura dependiendo del



tipo de sideréforos presente (Pérez-Miranda et al., 2007). Como controles se usaron cajas con

medio CAS-agar solido sin inocular. Los ensayos se realizaron por triplicado.

5.16 Cuantificacion de unidades de siderdforos
Para cuantificar las unidades de sider6foros producidas, se utiliz6 como medio de cultivo el MM9

liquido (10 g/L glucosa 1%, 5 g/L de acetato de amonio, 1.5 g/L de KH,PO., 2.5 g/L de NaCl)
ajustado a pH 5.8. Se transfirieron 100 mL de medio a un matraz Erlenmeyer de 250 mL. Una vez
frios, cada matraz se inoculd con tres discos miceliares de 5 mm de diametro de un cultivo de 48
horas de alguna de las cepas. Cada una se inoculd por triplicado. Como control se usaron matraces
con medio MMQ sin inocular. Los matraces se incubaron a 28+2°C en agitacion a 100 rpm durante
15 dias, recuperando alicuotas de 1 ml de sobrenadante cada dia. Al final, los cultivos se filtraron
y el sobrenadante libre de células se utiliz6 para los ensayos de identificacion y cuantificacion de

unidades de siderdforos producidos.

La cuantificacién de los sider6foros se realizd6 mediante el ensayo CAS liquido (Schwyn y
Neilands, 1987). Para esto, se prepard la solucion Fe-CAS con 7.5 mL de CAS 2 mM, 1.5 mL
FeCl3-6H,0 1 mM, 21.9 mg de HDTMA y 9.76 g de MES en 100 mL vy se ajusto el pH a 5.6. Se
tomaron 100 pL de sobrenadante libre de células, y se les agregd 100 pL de la solucion CAS-Fe
en una microplaca de 96 pozos. Para cada cepa se hicieron dos réplicas biolégicas y tres réplicas
técnicas de cada replica biologica. EI medio MM9 sin inocular fue utilizado como control. La
absorbancia de las muestras se midi6 en un lector de placas Multiskansky a 630 nm. Finalmente,
las unidades de sideréforos producidos por cada cepa se determinaron de acuerdo a la ecuacion

propuesta por Sayyed y colaboradores (2005):

_ . (Ar — As)
% de unidades de sideroforos = TX 100

Donde:
Ar: Absorbancia de referencia (blanco)
As: Absorbancia de la muestra

5.17 Anadlisis estadistico
El software IBM® SPSS® Statistics analizd estadisticamente los datos mediante un anélisis de

varianza unidireccional, con un valor de significancia p<0.05. Los datos representan
determinaciones por triplicado de tres experimentos independientes, y los gréficos se realizaron

en la version OriginLab 2019.



V1. Resultados

6.1 Analisis fisicoquimico de suelo
La textura del suelo fue Franco-Arcillo-Arenoso en todos los sitios colectados (25° 59 05.6" /

100° 37 10.9"), las caracteristicas fisicoquimicas son limitantes tomando como parametro una
Optima nutricion planta-microorganismos (Tabla 4), debido al descubrimiento de baja de
disponibilidad nutrientes el sitio en considerado no apto para la proliferacion de cultivos agricolas.
Un parametro relevante en larizosfera es el pH alcalino (8,74 + 0,24), ademas, era moderadamente
calcareo lo que evita la permeabilidad del agua y con un bajo nivel de materia organica que
resultaba en baja disponibilidad carbdnica. Por tanto, con base en los parametros de la NOM-021-
RECNAT-2002, los elementos que superan los niveles del umbral de nutricion y en las
concentraciones presentes a pH alcalino resultan toxicos para los organismos de la rizosfera son:
P, Ca, Na, el resto de los elementos analizados se encuentra en cantidades minimas que son
insuficientes para la nutricion de plantas y microrganismos.

Tabla 4. Abundancia de macronutrientes y micronutrientes en analisis fisicoquimicos en el suelo de Mina,
Nuevo Leon.

Lugar de Textura pH Materia ~ P-Olsen Ca K Cu CIC
muestra  de suelo Organica

(USDA) (%) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) me/100g
Mina, Franco 8.74+0.24  0.43+0.03 26.1£3.0  2947+9.0  116+24.1 0.22+0.02 15.8+0.01
NL arcillosos

arenoso
Lugar de N-NO3  Fe Na Zn Mn Mg B S
muestra

(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
Mina, 10.5+4.69 1.74+0.05 77.5£9.1 0.30£0.06 2.37£1.72 51.2+2.9 0.55+0.11 7.91+2.59
NL

6.2 Aislamiento e identificacion de Trichoderma de rizosfera
Nosotros aislamos 11 cepas de Trichoderma spp. A partir de 500 muestras mixtas de suelo

radicular y rizosfera. Eran blancas al principio, luego se volvieron amarillentas y verdosas después
de tres dias de cultivo (Figura 4), por la variacion en morfologia y microscopica (Anexo 1)
realizamos analisis molecular de los aislados ambientales. Evaluamos genes individuales y
concatenados para generar una filogenia definida, son obtener dendrogramas concretos (Anexo 2),
sin embargo, la resolucién mas alta se obtuvo con el marcador molecular TEF1, generando un
arbol filogenético obtenido mediante un analisis de unién de vecinos (Fig. 5) que demostré los
siguientes patrones de agrupacion: el clado A comprendia principalmente T. asperelloides
(T1_UANL, T2_UANL y T5 UANL), el clado B representd dos Trichoderma sp. aislados



(T7_UANL y T10_UANL), y el clado C mostré ascendencia a T. harzianum (T3_UANL,
T4 _UANL, T6_UANL, T8_UANL, T9_UANL Yy T11_UANL).

a) b) C)

Figura 4.- Caracteristicas macroscopicas de las cepas ambientales de Trichoderma spp. en PDA durante 72
ha 28 °C. a) T. harzianum T35, b) TL_UANL, c) T2_UANL, d) T3_UANL, e) T4_UANL, f) T5_UANL,
g) T6_UANL, h) T7_UANL, i) T8_UANL, j) T9_UANL, k) TI0_UANL, I) T11_UANL.

La importancia de la obtencion de las muestras define el comportamiento fisioldgico, por lo tanto,
se aislaron dos cepas de Trichoderma de raiz de plantas de A. lechuguilla (T4_UANL y
T9_UANL), mientras que de la rizosfera asociada a esta planta se aislaron seis cepas de
ascomicetos, consideradas el nimero mas significativo de aislamientos (T1_UANL, T2_UANL,
T3 _UANL, T6_UANL, T7_UANL, T8 UANL). A partir de plantas de Ocotillo se aislaron tres
cepas aisladas (T5_UANL, T10_UANL, T11 UANL), sin cepas aisladas de la rizosfera de esta
planta. Los resultados ilustran una excelente variedad de especies de Trichoderma
independientemente del origen de la muestra, asi también afirmamos que la zona de estudio
presenta diversidad con nuevas cepas hongos poseedoras de variacion genética y adaptadas a
ambientes aridos, ademas, la asociacion con raiz y suelos adyacente a plantas endémicas

demuestra una interaccion mutualista de organismos zonas con caracteristicas extremas.
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Figura 5.- Andlisis filogenético de Trichoderma con marcador molecular TEF1 y método unién de vecinos
(NJ). Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de las ramas = 2,72. El andlisis se realizé en
MEGA 7, Porcentaje de &rboles replicados en los que los taxones asociados se agruparon en la prueba de
arranque (1000 repeticiones).

La importancia de la obtencion de las muestras define el comportamiento fisiolégico, por lo tanto,
se aislaron dos cepas de Trichoderma de raiz de plantas de A. lechuguilla (T4 _UANL y
T9 UANL), mientras que de la rizosfera asociada a esta planta se aislaron seis cepas de
ascomicetos, consideradas el nimero mas significativo de aislamientos (T1_UANL, T2_UANL,
T3_UANL, T6_UANL, T7_UANL, T8_UANL). A partir de plantas de Ocotillo se aislaron tres
cepas aisladas (T5_UANL, T10_UANL, T11 UANL), sin cepas aisladas de la rizosfera de esta
planta. Los resultados ilustran una excelente variedad de especies de Trichoderma
independientemente del origen de la muestra, asi también afirmamos que la zona de estudio
presenta diversidad con nuevas cepas hongos poseedoras de variacion genética y adaptadas a
ambientes aridos, ademas, la asociacion con raiz y suelos adyacente a plantas endémicas

demuestra una interaccion mutualista de organismos zonas con caracteristicas extremas.



Growth (mg)

6.3 Cepas de Trichoderma toleran el pH alcalino
Con base en lo mostrado donde la rizosfera es alcalina y sabiendo que los hongos muestran un

amplio nivel de tolerancia a pH adverso, evaluamos la respuesta de pH &cido, neutro y tomando
énfasis en alcalino de 11 cepas aisladas de Trichoderma, usamos la cepa T35 de T. harzianum
como control. Todas las cepas crecieron en pH acido y neutro, mientras que solo tres aislados
ambientales T3_UANL, T6_UANL y T9 _UANL crecieron en condiciones alcalinas (Fig. 6). A
pH 3 con amortiguador, la produccion de biomasa después de 72 h fue constante en todos los
ascomicetos en esta condicion, mientras que en pH neutro se observé una diferencia significativa
aumentando hasta 0.92 g por la cepa T9_UANL al final del experimento y destacando que fue la
cepa que obtuvo mayor desarrollo micelial, misma tendencia de la cepa ambiental que produjo
mayor biomasa en condiciones alcalinas y resaltando que es un comportamiento atipico debido a
que la tolerancia a pH 9.0 es diferencial en el resto de las cepas ambientales del presente estudio,
las tres cepas que logran desarrollo en alcalinidad no son consideradas cepas alcal6filas, sin

embargo pueden ser consideradas alcalino tolerantes.
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Figura 6. Produccion de biomasa en cepas acidas, neutras, alcalinas y cambio de pH afectado en 0.2X MS.
Las barras de error indican las desviaciones estandar. Diferentes asteriscos en cada elemento designan
valores significativamente diferentes para p < 0,05 en la prueba de Tukey.

Un analisis detallado del comportamiento en la generacion de biomasa en cultivo liquido de 0.2X
MS en pH inicial 3.0 con ausencia de amortiguador obtuvo crecimiento de hifas en todas las cepas
analizadas; sin embargo, la respuesta al cambio de pH final se encontr6 que la cepa control (T.
harzianum) mantiene estabilidad en el valor de pH &cido, mientras que T9_UANL logré elevar el
pH final del medio a 3.71 comportamiento que no se detect6 en otra cepa evaluada. Evaluando la
condicién neutra de pH T9_UANL logra la mayor produccién de biomasa, seguida de la cepa
control T. harzianum en el medio sin presencia de amortiguador; sin embargo, al registrar los
efectos sobre la modificacion del medio por la actividad de las cepas de Trichoderma a pH 6.0, se
observé que todas las cepas presentaron una modificacion con tendencias acidas cercanas a valores

de pH 3.0. Cuando registramos datos a pH inicial 9.0, solo tres cepas ambientales (T3_UANL,



T6_UANL y, T9 UANL) generaron biomasa, estas se identificaron molecularmente como T.
harzianum, similar a la cepa control que también crece en alcalinidad; por lo tanto, la generacion
de biomasas es estadisticamente significativa en las cepas T. harzianum y T9_UANL, ademas, se
registrd una modificacion en su pH final cercano al pH neutro, este desarrollo sobresaliente y
diferente al resto de las cepas evaluadas es suficiente para proponer a la cepa T9_UANL en
ensayos posteriores debido a que presenta una adaptacién a condiciones extremas con respecto al
resto de cepas evaluadas, la influencia del estrés alcalino reduce la generacion de micelio, asi que
solamente las cepas adaptadas a condiciones extremas de pH son una opcion interesante para la

mejora de suelos con baja presencia de materia organica.

6.3.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM) en condicion alcalina
Para comprender los mecanismos en la adaptacion a ambientes extremos es indispensable ver

cambios en la morfologia de la cepa T9_UANL presenta un crecimiento superior en condiciones
alcalinas con respecto a los otros aislados ambientales, primero evaluamos su fenotipo contra la
cepa de laboratorio T. harzianum T35 en pH 6,0. ElI pH ideal para el desarrollo de hongos
filamentosos esta en los rangos de 5.5y 6.5; por lo tanto, nuestro pardmetro de control es observar
cambios en la estructura de hifas, conidios, fialides comparado con el aislado ambiental.
Observamos estructuras de hifas bien definidas en T. harzianum T35 (7a), identificandose septos
y conidiacion basal, esto es elemental para la propagacién en hongos filamentosos, en contraste,
la cepa en estudio presenta turgencia, agrupamiento y restos atipicos adheridos a las hifas figura
3c; sin embargo, conserva una conidiacion basal similar a la reflejada en la cepa de control, lo que

indica una dispersion de esporas preestablecida de las especies filamentosas.

La morfologia fungica se analiz6 en condiciones alcalinas como se describié anteriormente.
Curiosamente determinamos que las hifas en la cepa control de T. harzianum T35 presentaban
estructuras de hifas bien definidas, sin embargo, las estructuras hifales se vuelven turgentes,
ademas como mecanismo de defensa contra este tipo de estrés se agrupan para mitigar la
alcalinidad, y finalmente, la cepa mostr6 hiperconidiacion en esta condicion (Figura 7b). En
comparaciéon con T9_UANL en tiempos y condiciones similares, este aislado en particular produjo
hifas flacidas, el fenotipo de crecimiento y desarrollo es opuesto al T35 por lo tanto, el
metabolismo reacciona diferencial y su morfologia no cambia drasticamente para mitigar un
posible dafio por iones hidroxilo (Figura 7d); adicionalmente, la cepa ambiental produjo menor
conidiogénesis en pH alcalino, todos los descubrimientos son atribuidos a los micro ambientes del

suelo donde fueron sustraidas las cepas ambientales de Trichoderma.
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Figura 7. Mﬁiitizroscopia electronica de barrido (SEM). Microfotografias de (A) T. harzianum cultivado en
MS+S (control pH 6,0) y (B) condicion de estrés pH 9,0 (C) T9_UANL crecimiento en MS+S (control pH
6,0), (D) condicion de estrés pH 9,0 a 28°C durante 72 h.

La comparacion microscopica de ambas cepas confirm6 que cuando Trichoderma estd en
crecimiento a éptimos valores de pH (neutro), la sensibilidad de las hifas no se ve afectada
negativamente por lo tanto no cambia la morfologia, sin embargo, en condiciones alcalinas se
produce un cambio dependiendo de las cepas en estudio, los estimulos més significativos para
provocar cambios se dan en la condicion alcalina que provoca diferencias fenotipicas entre las

cepas de Trichoderma analizadas.

6.4 Cepas de Trichoderma inhibieron el crecimiento de fitopatégenos
En Trichoderma una de las funciones mas estudiadas es la actividad micoparasitica sobre diversos

hongos, entre ellos muchos clasificados como fitopatogenos de importancia de cultivos
agroindustriales. Enfrentamos T9_UANL contra los fitopatdgenos R. solani anastomosis grupos
AG2 y AG5, y Fusarium oxysporum, utilizando como cepa de referencia T. harzianum T35y T.
atroviride IM1204060. Como se muestra en la Figura 8, T. harzianum T35 limit6 parcialmente el
crecimiento de todos los fitopatdgenos y, en menor medida, R. solani AG2. T9_UANL presenta
un patron de antagonismo similar a T35, excepto que baja su eficiencia contra R. solani AG2, con
respecto a la cepa de T. harzianum control, donde R. solani extendiendo su micelio extensamente

sobre la placa.



De manera interesante el aislado ambiental seleccionado tuvo un mejor desempefio al ser un
biocontrolador eficiente contra Fusarium oxysporium donde no permite la colonizacion completa
de la placa, ademas presenta un comportamiento de encapsulamiento también visto en T.
harzianum T35, pero no observado en T. atroviride. Este comportamiento indica que la cepa
T9 UANL tendria efectividad en interacciones micoparasitarias bajo condiciones ambientales o
agricolas precarias; por lo tanto, Trichoderma compite con hongos inactivando las quinasas del
fitopatogeno, ademas la expansion y proteccion de hifas para competir por nutrientes es la

respuesta de cdmo actla un biocontrolador eficiente como las cepas de Trichoderma.

control T. atroviride T. harzianum T35 T9 UANL

R. solani
AG2

R. solani
AG5

F. oxysporum

Figura 8.- Actividad micoparasitaria de cepas de Trichoderma. Enfrentamientos directos de cepa ambiental
y T. harzianum T35, y T. atroviride IM1204060 contra tres fitopatdgenos principales. La prueba se desarrollo
por triplicado en PDA durante 72 h a 28 °C.

6.5 Interaccion planta-hongo y mitigacion de la sequia
Para estudiar la actividad de promocion de crecimiento vegetal con la cepa ambiental seleccionada

de Trichoderma, se llevd a cabo en suelo extraido de Mina, Nuevo Ledn, donde fue el area de
muestreo, y analizar mas de cerca el efecto de la inoculacion directamente sobre condiciones
ambientales endémicas de la zona de estudio. Utilizamos T. harzianum T35 y T9_UANL, con

semillas de la planta agroindustrial Sorgo bicolor.



En primer lugar, analizamos el efecto que tiene la presencia de las cepas de Trichoderma sobre la
germinacion de las semillas. El Sorgo bicolor tratadas con el aislado T9_UANL exhibieron la
mayor tasa de germinacién (86%) de todo el experimento, la comparacién mas cercana es la
efectuada por el tratamiento control (CP) compuesto por suelo comercial (61%). Las semillas
tratadas con el hongo T. harzianum T35 (AST35) exhibieron una tasa de germinacion del 70%
(Fig. 9); este resultado resulta representativo con la comparacion con el suelo arido sin
microorganismos (CN) que exhibié la menor tasa de germinacion (46%) hasta el final del

experimento.
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Figura 9.- Efecto de Trichoderma en la promocion del crecimiento de Sorghum bicolor en suelos de
salinidad y alcalina. a) interaccion planta-microorganismo en condiciones de agricultura endémica. b) El
efecto de los microorganismos para mitigar el estrés causado por la sequia. Las barras de error indican las
desviaciones estandar. Diferentes asteriscos en cada elemento designan valores significativamente
diferentes para p < 0,05 en la prueba de Tukey.

La longitud de la raiz y la generacién de raices secundarias son esenciales para expandir el area
de superficie radicular para la absorcidn de nutrientes. La inoculacion de T9 UANL (ASET9)
mejoro la arquitectura del sistema radicular mostrando raices més largas y con abundantes raices
secundarias con un aumento de 48.98%, asi mismo, T. harzianum T35 presento un aumento en la
densidad de las raices primarias y secundarias de 29.88%, como se muestra en la Fig. 10; en
relacion con la comparacion directa con tratamiento control de suelo arido (CN), este resultado es
significativo estadisticamente lo que impacta en la eficiencia de absorcion de nutrientes y el
crecimiento de las plantas. En general la presencia de cepas ambientales de Trichoderma no afecta
negativamente la salud de las plantas, mientras que estimula las respuestas en mostrar raices
vigorosas y uniformes, caso contrario en las condiciones control donde la densidad radicular
refleja reduccién en valores de peso fresco en suelo arido (CN) y en comparacion con la muestra

de control utilizando suelo comercial (CP).
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Figura 10.- Interacciones de Sorgo bicolor con Trichoderma. Imagenes representativas de las interacciones
con plantas a) CP: suelo comercial sin Trichoderma, b) CN: suelo &rido sin Trichoderma, ¢) AST35: suelo
arido con T. harzianum T35, d) ASET9: suelo arido con T9_UANL).

El ensayo actual investigo el efecto en la mitigacidén que proporciona Trichoderma ante el efecto
que genera la sequia sobre plantas de Sorgo bicolor. Se sometid la interaccion Sorgo-Trichoderma
sin riego durante 20 dias, este dia se efectud un riego de 150 mly después de 24 h se seleccionaron
plantulas que no se vieron totalmente afectadas en la arquitectura de la planta. Las condiciones de
sequia provoco un marchitamiento y la inhibicion del crecimiento hasta un 50% en la altura de las
plantas en comparacion del ensayo anterior en todos los tratamientos efectuados. El efecto de

limitacion de agua provoca una disminucion dréstica en la produccion de produccion de biomasa



vegetal, ademas, la poca permeabilidad de agua acompafiada de la falta de nutrientes en el suelo
y el estrés por sequia es un efecto irreversible en tejidos vegetales. La cepa T9_UANL (ASET9)
fue el tratamiento mostro valores intermedios de mitigacion significativa del dafio por sequia un
66,56% frente al tratamiento testigo suelo arido (CN) en donde claramente es el tratamiento donde
las plantas presentan el dafio més evidente. Sin embargo, la cepa de T. harzianum T35 muestra
niveles aceptables de mitigacién de la sequia, lo que confirma un rendimiento para inhibir la sequia
de 40% superior los dos controles: suelos aridos (CN) y suelos comerciales (CP), la sequia
disminuye notablemente el crecimiento vegetal, sin embargo el conjunto de sorgo con cepas de
Trichoderma puede reducir las pérdidas de plantas, debido a que los hongos filamentosos retienen
agua que pueden promover la humedad en el suelo que puede ser aprovechado para la turgencia

de las plantas, lo que puede aumentar la cantidad de dias sin riego en cultivos agricolas.

6.6 Andlisis en la variacion de dominios conservados de PacC, NRPSy SIT
El criterio para elegir de las secuencias a analizar a partir de una lista de nueve candidatos

reportados por Leher et al., 2013 para especies de T. virens, T. atroviride, T. reesei, fue seleccionar
secuencias que tengan sitio de union al factor de transcripcidn PacC, este criterio se basé en la
consideracion de utilizar T. harzianum como referencia de aislados ambientales y control. Se
obtuvo una secuencia de gen a estudiar que pertenece a Siderdforo sintetasa SidD, homélogo a
NPS6 de Trichoderma sp. NRPS SidD en A. fumigatus (XP_748662), transfiere N5-cis-
anhidromevalonil-N5-hidroxi-L-ornitina a fusarinina C. en la Figura 11 se alinean cluster de genes
localizados en el genoma de T. harzianum CBS.95 en GenBank y pertenecientes a la familia de
biosintesis de sider6foros, ademas buscamos un transportador transmembranal que de igual
manera tuviera por lo menos un sitio de unién a PacC, por lo cual, fue elegido el trasportador de
sider6foros (SIT) de la Major Facilitator Superfamily para facilitar el movimiento de moléculas de

bajo peso molecular quimiosmoticos.

T T
LS — i - I SID_F L EETEEE 4 ) )
SID_H | SID_I SID_A SID_A
SID_G

GENES DE SIDEROFOROS
44,130 bp

Figura 11.- Seleccion de genes candidatos a sider6foros del genoma de Trichoderma harzianum.

Con la finalidad de obtener un panorama general para describir mecanismos que les permite a las

cepas ambientales de mantener su crecimiento baja condiciones adversas de pH. Buscamos una



region altamente conservada para los genes Pacl, SidD y SIT en los genomas de referencia.

Figura 12 se sefialan las regiones conservadas de los tres genes.
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Figura 12.- Marco de lectura abierto de los genes Pacl, SidD y SIT, sefialando los dominios conservados.

El alineamiento de secuencias multiples dio como resultado una lista de identidad de fragmentos

como se muestra en la Tabla 5. realizamos analisis comparativos de secuencias para evaluar la

homologia entre la cepa T. harzianum T35 y la cepa ambiental T9_UANL con respecto a los

publicado parala cepa T. harzianum CBS.95, con el anélisis comparativo de la secuencia resultante

determinamos que la regién méas variable es en el dedo de zinc tres y el intrén y la region ARE

105 de la cepa ambiental con variacién de 86% de identidad, en lo que corresponde SidD y SIT no

representan variaciones mayores.

Tabla 5.- Porcentaje de identidad de la secuencia de nucledtidos de los fragmentos de los genes Pacl,

Sid_N3, FUM14 y SIT con la cepa de referencia T. harzianum CBS.95.

Cepas Pacl Sid D SIT

T. harzianum 100% 95% 100%

T9_UANL 85% 90% 100%




6.7 Expresién de los genes Paclen condicién de alcalinidad
PacC es un factor transcripcional clave en hongos para regular genes que ajustan su respuesta

fisioldgica en respuesta a cambios en el pH externo. En la Figura 13 se muestra una imagen
representativa de los patrones de expresién del gen Pacl analizado para ambas cepas de
Trichoderma harzianum en los tiempos determinados en el apartado de materiales y métodos, a
pH 3.0 la cepa T9_UANL presenta una expresion diferencial a los 60 min de interaccion en el
medio, sin embargo en tiempos largos no representa una mayor expresion en comparacion del gen
GDP, caso contrario a la expresién de la cepa T35 donde el medio acido no afecta la expresion en

ninguno de los tiempos analizados y se mantiene de manera consistente.

En medios con pH 6.0 inicial las cepas T35 y T9_UANL presentaron una expresién promedio
consistente en tiempos de 30 y 60 minutos, mientras a tiempos de exposicién mas largos, de igual
manera ambas cepas alcanzaron un umbral promedio de 2.5 con respecto al gen GDP, sin embargo,
este comportamiento no representa patrones de expresion elevados, considerando que la expresion

de Paclpuede estar desempefiando cambios minimos en la respuesta fisiologica ante pH neutro.

Finalmente, el comportamiento a pH 9.0 representa cambios importantes en las interacciones
bioldgicas de Trichoderma en estos ensayos, Pacl de T. harzianum T35 presentaron patrones de
expresion a la baja en tiempos cortos, sin embargo, se sabe que la alcalinidad promueve la
alteracién de los genes de muchos hongos, y es lo presenta la Figura 12 donde nuestros ensayos
describen que para esta cepa el pH alcalino es una condicién estresante, ademas los resultados
obtenidos marcan una sobre expresion de este gen con un umbral de hasta 8 veces en comparacion
con el gen de comportamiento endégeno GDP. Nosotros detectamos que la cepa ambiental
T9_UANL presenta niveles de expresion atipico y contrario a lo generado por la cepa control,
debido a que en tiempos cortos la cepa de Trichoderma experimento una expresion al alza(2
lecturas) a los dos primeros tiempos analizados, esta expresién relativa muestra patrones muy
similares a los demostrado a pH neutro por la cepa T9_UANL, sin embargo, hubo una diferencia
significativa cuando el tiempo de exposicién fue prolongado (24 y 48 h), este efecto no se mostro
anteriormente en las condiciones evaluada, por este motivo esta cepa no tiene afectaciones por pH
9.0, lo que aporta informacién gque nuevas cepas con adaptaciones a demandas ambientales
extremas constituye un efecto positivo para regular genes que albergan sitios de unién a PacC,
ademas que dichos genes pudieran estar involucrados en la biosintesis de metabolitos secundarios

cuya expresion es necesaria a pH alto.
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Figura 13. Perfiles de expresion de los genes Pacl de cepas ambientales de Trichoderma cultivadas en
diversas condiciones de pH. Se cultivaron en un 0,2X MS + sacarosa 0,6%, conteniendo tamp6n pH3.0
(100mM de citrato de sodio), pH6.0 (100mM de MES), y pH9.0 (100mM de CHES), analisis de
transcripcién de (T1= 30 min, T2= 60 min, T3= 24 h, T4= 48 h). Todos los valores se normalizaron a la
expresion GDP. Las barras de error indican desviaciones estandar.

6.8 Produccion de sideréforos dependientes de Fe
El pH afecta directamente la concentracion de hierro ya que el pH acido aumenta la disponibilidad

de hierro soluble (Fe?*), y a pH alcalinos el hierro insoluble (Fe3*) se presenta en valencias para
no ser absorbido por organismos. La produccion de sider6foros en medio CAS de las cepas de
Trichoderma se observaron a los tres dias de incubacidn, el cambio de coloracién del medio azul
a naranja indica la produccion de sider6foros alcalinos, mientras la coloracion de rojizo- morado
indica naturaleza acida de los sideréforos que son secretados al medio por los microrganismos. La
produccién maxima de quelantes de hierro fue detectada a los cinco dias de cultivo, asi mismo, en
la Figura 14 observamos un viraje de color CAS a una tonalidad amarilla, sin llegar a color naranja,
lo que puede indicar la produccién Gnicamente de hidroxamato. La porcion de medio ocupado por
el area del halo indicador hasta al final del tratamiento de 16 mm en la cepa T9_UANL frente a
14 mm de T. harzianum T35.
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Figura 14.- Evaluacion de produccidn de sider6foros en cepas de Trichoderma harzianum en medio CAS
después de tres dias de incubacion.

6.9 Cuantificacion de sideréforos
La cinética de crecimiento-produccién para verificar la produccion de unidades de sideréforos se

evalué a los 10 dias, considerando las concentraciones 0, 10 y 100 mM de FeCls, en el medio
descrito en apartado 5.16. los resultados obtenidos en las dos cepas de Trichoderma (T35 y

T)_UANL) muestran una relacion directa entre la concentracién de FeCls y el crecimiento celular,



a concentracion alta de 100mM el desarrollo micelial fue deficiente, ademas, no presento la
produccién de sideroforos, esto se debe a que la gran cantidad de iones de Fe presentes en el
medio, a dichas concentraciones Trichoderma no tiene la necesidad fisiol6gica de expresar genes
para la bio-produccion de sideroforos, por lo tanto, en la Figura 15 solo se detectan valores
cercanos o lo que fue agregado al inicio del experimento. El porcentaje de unidades de sideréforos
entre las cepas T. harzianum fue similar de 80 unidades de siderdforos al dia cinco, sin embargo,
al dia 6 existe una diferencia notoria de la cepa control contra la cepa ambiental, donde T9_UANL

disminuyo 40 unidades y decretando un descenso considerable hasta el final del experimento.
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Figura 15. Caracterizacién de la produccion de unidades de sideréforos. Medio liquido MM9 a pH 6.8, y
una adaptacion en medio con FeCl; 10 mM y FeCl; 100 mM para medir la absorcién y biosintesis de
quelantes de hierro, a 140 rpm durante 10 dias, recuperando alicuotas de 1 ml de sobrenadante. La solucién
indicadora fue Fe-CAS, tomando 100 pL de sobrenadante libre de células y agregando 100 pL de la solucién
indicadora midiendo la absorbancia en un lector Multiskansky a 630 nm.

Las diferencias significativas se mostraron donde las concentraciones de Fe en MM9 eran nulas,
en la inanicion los microorganismos necesitan la sintesis de siderd6foros, por lo tanto, podemos
observar los niveles producidos, la generacion mas representativa se puede ver en la cepa
T9_UANL alos siete dias de inoculacion, el efecto de la produccion aumenta un 50% con respecto
a la cepa que se utiliz6 como control, hemos demostrado que las unidades de sider6foros en
Trichoderma aumentan con el tiempo de incubacion, en ausencia de Fe* el hongo reemplaza esta
ausencia probablemente con la expresion de genes localizados en el genoma como lo son las
péptido sintasas para sintesis de sider6foros.



VII DISCUSION

Las condiciones del suelo tienen un impacto directo en los aislamientos de las cepas de
Trichoderma debido a que en lugares con nutrientes abundantes en nimero de microorganismos
es mas abundante, mientras en suelos de lugares remotos y por las condiciones precarias s poco
probable la obtencion de microorganismos, Mirkhani et al., 2015 encontr6 122 cepas de
Trichoderma en suelos de bosques; este tipo de lugares presentan nutrientes abundantes para la
proliferacion de organismos, mientras que suelos alcalinos con déficit de nutrientes y condiciones
desfavorables Zhou et al., 2020 encontr6 161 cepas de Trichoderma, de nueve diferentes especies
entre las mas destacadas son T. atroviride, T. pseudoharzianum, T. virens, en la presente
investigacion aislamos 11 cepas de Trichoderma (Figura 4) en 50m? donde existia abundancia de
minimo 100 unidades de dos plantas endémicas de zonas aridas de Mina, Nuevo Ledn, esta
informacion brinda indicios de que el area de estudio cuenta con diversidad ecolégica de
microorganismos en relacién mutualista con plantas endémicas, cabe mencionar gque hasta la fecha
no se encuentra reportes similares de aislamiento de Trichoderma con procedencia de Agave

lechuguilla y Fourquieria splendens.

La identificacion molecular de especies de aislamientos de ambientes extremos es uno de los retos
a superar debido a que los eventos evolutivos que impactan en el genoma de los microorganismos
alteran la agrupacion por especies, por lo que los marcadores moleculares jugaron un papel vital
en el estado filogenético de Trichoderma y sus teleomorfos; los ITS ya no son los marcadores mas
eficientes para muchas cepas de Trichoderma y desde luego para cepas de ambientes aridos
(Sharna et al., 2017). El uso de mdltiples intrones de genes que codifican para proteinas nucleares
como la p-tubulina, la y-actina y el factor de elongaciéon (TEF1) son esenciales para determinar
las especies (Stielow et al., 2015). En congruencia con lo predicho por varios investigadores,
observamos que varias regiones ribosémicas no podian discernir en la clasificacion de especies
sobre aislamientos ambientales a nivel de especie en Trichoderma (Figura 5); Ademas, mostramos
que el arbol tenia politomia con las secuencias consenso de referencia de las bases de datos de los
marcadores moleculares TUB2 y ACT, en contraste con lo informado por Inglis et al., 2020 donde
estos genes mostraron buena resolucion para especies. Nosotros afirmamos que TUB2 y ACT no
se encuentran entre los genes con mejor desempefio para aislados de ambientes aridos. El analisis
de loci sugiere que el uso simultaneo de (i) el intron grande TEF1 y el Gltimo ex6n grande como
regiones de diagnostico puede conducir a la filogenia mas confiable (Rehner y Buckley 2005). En
el presente estudio en Mina Nuevo Ledn logramos determinar una diversidad baja de especies,
evento que es descrito por la eficiencia para agrupar especies con el marcador molecular TEF1

generando dendogramas de alta resolucién (Figura 5), cuyas especies dominantes fueron T.



harzianum, T. Asperelloides y Trichoderma sp. la dificultad para discernir entre especies la
atribuimos a la naturaleza de los aislados; ademés aseguramos que los marcadores ribosomales no
son efectivos para cepa de Trichoderma que provienen de ambientes austeros, asumimos que los
recursos genéticos disponibles en condiciones extremas tienen caracteristicas distintivas que no

permiten agrupar especies de manera canonica.

Las caracteristicas fisico quimicas de la rizdsfera determinan la disponibilidad de nutrientes, estos
factores son fundamentales para decidir sobre la supervivencia de plantas y microorganismos, el
suelo estudiado en el presente trabajo presenta déficit de macronutrientes, micronutrientes y pH
alcalino (Tabla 4). Por su parte los hongos filamentosos para sobrevivir a ambientes extremos
evolucionaron en su genoma y logran crecer en condiciones de pH &cido y alcalino; estos hongos
cambian su fisiologia para generar moléculas que modifican su habitat y asi poder subsistir; entre
las acciones que realizan los hongos es la generacion de biomasa y/o agrupamiento de micelio
para tolerar algun tipo de estrés abiotico. Trichoderma harzianum T22 Rifai tiene como método
de adaptacion acidificar el medio, permitiendo la solubilizacion como 6xidos metélicos de Mn,
Fe, Cu, Zn y roca fosfdrica, todo esto demostrado en condiciones in vitro, Pelagio et al., 2017
inform6 que cuando T. atroviride acidifica el medio, provoca dafio a la germinacién y desarrollo
de plantas de A. thaliana cuando la interaccion in vitro no fue amortiguada en el pH. Nuestros
datos indican que el comportamiento de T. harzianum (T9_UANL) en la produccion de biomasa
no se alteran en condiciones acidas o alcalinas; sobre todo cuando los medio de cultivo fueron
acondicionados con amortiguador de pH, ademas, reportamos que son escasas las cepa que tienen
una adaptacion a pH alto, como T3_UANL, T6_UANL y T9_UANL, la mayoria de las cepas
evaluadas tienen la facilidad de adaptar el pH del medio a rangos de pH acido con la secrecién de
acidos organicos para obtener un desarrollo 6ptimo (Figura 6), como lo menciona Tandon et al.,
2021 donde determinaron la presencia de la enzima lacasa en cepas de T. koningiopsis (NBRI-
PR5) y T. asperellum (NBRI-K14) para reducir el pH de suelos sodicos de 9.6 a 7.8 ; por lo tanto,
los efectos del pH alcalino no inhiben el crecimiento del micelio en tres aislados ambientales, la
generacion de biomasa sirve como soporte para establecer la correlacion planta-microbio, porque
da estabilidad a las raices de las plantas y proporcionar nutrientes que producen una relacion
mutualista. En este estudio, el comportamiento de las cepas ambientales de estudio a pH &cido es

basal, mientras a pH alcalino es una adaptacion enddgena de cepas de Trichoderma.

Cuando hongos como Trichoderma interactian en ambientes donde el pH es desfavorable,
modifican su fisiologia, lo que provoca cambios notables en la morfologia. Este efecto es mas

evidente en condiciones alcalinas que en estados neutros. Los resultados muestran que las



diferencias fenotipicas son una respuesta aparente al efecto causado por el pH en Trichoderma; el
analisis comparativo entre las cepas T. harzianum T35y T9_UANL proporciona datos esenciales
que a pH 6.0 las estructuras de hifas, conidioforo y fialides (Figuras 7a 'y 7c) no se afectan, por lo
tanto se conserva la morfologia basal; en este pH los mecanismos de regulacién se mantienen
constantes por lo tanto las estructuras morfolégicas y las estructuras de reproduccion asexual se
encuentran bien definidas en las micrografias de las cepas de Trichoderma, lo cual concuerda con
lo reportado por Zehra et al., 2017, quienes mencionan que cepas de Trichoderma tienen un
Optimo desarrollo y formacion de conidi6foros a valores de pH cercanos a 6.0. Los hongos como
Trichoderma asimilan diversas condiciones de crecimiento relacionadas con el pH ambiental
extremo para mantener estabilidad en su metabolismo (Miao et al., 2020); mientras que las
alteraciones fisioldgicas en las cepas de Trichoderma se debe a la expresion diferencial de genes
de sefializacion metabolica como estrategia principal para modular el estrés abidtico (Hirasawa et
al., 2019). Nuestros datos muestran que, dentro de las 72 h de la interaccion, la cepa control T.
harzianum T35 presenta turgencia hifal pero sin modificacion en las fialides y conidiacion a pH
9.0; sin embargo, en T9_UANL, notamos en la Figura 6d que el 70% de sus hifas se encuentran
flacidas y con aparentes modificaciones en estructuras de reproduccién asexual. El procesamiento
de enzimas extracelulares en hongos representa importancia biologica para soportar el estrés por
pH, de manera celular es de suma importancia sobrevivir atreves de modificar su entorno a sus
requerimientos, por lo cual los cambios morfolégicos en condicion alcalina de las cepas
ambientales de Trichoderma resulta evidente, pero interesante relacionar esta adecuacion a
eventos evolutivos adquiridos por su micro ambiente, en condiciones de estrés los exudados
organicos pueden limitar el desarrollo de los organismos, sin embrago hongos adaptados a
ambientes extremos dependientes de pH presentan una clasificacion taxondémica deficiente debido

a los cambios en su morfologia provocado por medios poco favorables.

La antibiosis que provoca el género Trichoderma cubre una amplia gama de especies patégenas;
esto estard dado por la compatibilidad molecular y bioquimica de metabolismos complejos que
producen moléculas que generan el fenémeno de biocontrol (Fu et al., 2021). Este trabajo observé
que el comportamiento de Trichoderma inhibe la germinacién de patdgenos especificos como R.
solani AG2. Las cepas T. harzianum T35y T9_UANL son mejores biocontroladores que la especie
T. atroviride IMI204060 debido a que generaron una cobertura sobre el patdgeno, lo que
concuerda con Nofal et al., 2021, donde en la comparacion del antagonismo T. harzianum resulta
ser mas eficaz contra Rhizoctonia que T. atroviride. Por otro lado, ambas cepas (T35y T9_UANL)
mostraron control el crecimiento de F. oxysporum (Figura 8), es determinante que este

comportamiento de encapsulando para limitar el desarrollo del fitopatégeno se debe a la expresion



de genes relacionados para la secrecion de enzimas liticas que evitan la proliferacién masiva de
estos hongos; Langa-Lomba et al., 2022 informa que T. harzianum inhibe el desarrollo de este
fitopatdgeno donde el efecto fue notable, donde abarca un 70% del total de la placa después de
seis dias de interaccion. Es crucial determinar la capacidad antagonica de los aislados ambientales

para plantear aplicaciones contra patdgenos especificos en condiciones ambientales extremas.

Las comunidades fangicas mejoran las propiedades fisicoquimicas del suelo, lo que también
influye en el ciclo de nutrientes para la absorcion de las plantas Tyskiewicz et al., 2022. Cepas de
Trichoderma adaptado a ambientes extremos muestra un crecimiento sobresaliente, ademas,
promueve la generacidn de biomasa flngica que contribuye al fortalecimiento y soporte de las
plantas de Sorghum bicolor, provocando un aumento del 50% en las dimensiones de las plantas,
como se muestra en la Figura 9a, el suelo salino-alcalino altera significativamente la solubilizacion
de nutrientes que son esenciales para la abundancia de microorganismos y plantas; Por lo tanto,
las cepas de Trichoderma adicionadas a este tipo de suelo cambian la disponibilidad de nutrientes,
mismas que tras la generacion de metabolitos secundarios puede aumentar la concentracion de
compuestos quimicos promotores del crecimiento de las plantas Pelagio et al., 2022. Mientras Fu
et al.,, 2021 mencionan que la presencia de T. asperellum en suelos alcalinos incrementé la
actividad enzimaética como la ureasa, la fosfatasa alcalina, la sacarasa y la peroxidasa de hidrégeno

de las plantas de maiz y mejor6 su entorno.

La sequia es un estrés abidtico que afecta a las comunidades vegetales, reduce el desarrollo de las
raices, provoca una baja adquisicion de nutrientes y afecta directamente a la microbiota presente
en la rizosfera Pelagio et al., 2022. Los endéfitos asociados a suelo aridos son esenciales para
generar microhdbitats para las plantas y mitigar el estrés biético y abiotico (Fu et al., 2021). En
este trabajo desarrollamos la interaccion planta-Trichoderma en suelos aridos; confirmamos lo
reportado por Racic et al., 2018, donde las plantas de tomate tratadas con Trichoderma
brevicompactum son un 25% maés efectivas para reducir la sequia, lo cual concuerda con lo
conseguido en la Figura 9b donde la presencia de T. harzianum redujo el déficit hidrico en un 50%
en las plantas de Sorgo, las plantas seleccionadas para condiciones extremas son esenciales para
el éxito del cultivo; por ejemplo, el Sorgo acumula prolina producida por Delta 1-pirrolina-5-
carboxilato sintetasa (P5CS), que es crucial para la tolerancia al estrés salino-alcalino (Huang et
al., 2018). Ademas, en el andlisis de datos de Bashyal et al., 2021, donde la inclusion de cepas de
T. harzianum reduce la sequia en las plantas de arroz, registraron la expresion de genes para el
metabolismo del glutation, la biosintesis de esteroides, el metabolismo del carbono y las vias de

la fotosintesis, que son rutas metabdlicas criticas para el desarrollo en estrés por sequia. Por lo



tanto, la presencia de hongos metabdlicamente adaptados en la rizosfera aumenta las propiedades
quimicas, aporta nutrientes, genera estabilidad radicular, conserva la humedad, previene el dafio a
las plantas por sequia, aumenta los rendimientos de los cultivos de Sorgo en condiciones salino-

alcalinas, y es un potencial biofertilizante para proyecciones agricolas sustentables.

PacC es el factor transcripcional clave en hongos para regular genes que ajustan su respuesta
fisiologica a través de generacion de moléculas que modifican y adaptan el pH externo. Zeilinger
et al., 2016 analizaron la presencia de la secuencia “CGGARG” de los genes que contienen el
motivo de unidn, informando que en el genoma de T. reesei el 65% de los genes albergan el sitio
en sus promotores. En este estudio el crecimiento de hongos se observé en pH acido, neutro y
alcalino, sin embargo a pH 9.0 la expresion del gen Pacl no se ve afectado en las cepas de
Trichoderma harzianum (Figura 13), dicha adaptacién se debe a al rigen alcalino de las cepas, este
comportamiento fue observada en cepas ambientales como Clonostachys rosea (Zou et al.,
2010), Aspergillus nidulans (Tilburn et al., 1995), Fusarium graminearum (Merhej et al., 2011),
Beauveria bassiana (Luo et al., 2017) and Valsa mali (Wu et al., 2018), Es de destacar que lo
reportado por Zhang et al., 2020 donde en cepas de Metarhizium acridum disruptivas de PacC,
confiere tolerancia a rayos UV-B y a temperaturas elevadas, en nuestro estudio encontramos
afinidad de T9_UANL a pH 9.0, ademéas que Pacl estd regulado regulada negativamente de
manera diferencial en la condicién alcalina, mientras tanto en la cepa T. harzianum T35 su
regulacion era de forma positiva con forme al tiempo de exposicion. Este comportamiento podria

deberse a adaptaciones evolutivas para tolerar pH alto.

La adenosina ciclica 3’5" monofosfato (AMP) es un mensajero importante en eucariotas donde
actla en varios procesos incluidos factores de transcripcion, AMP son componentes que se
localizan rio arriba de los FT, que atreves de la fosforilacion actuan como activadores de genes
que codifican para factores de trascripcion de dedos de zinc (Sun et al., 2022). Modificacion en
alguno de estos dos importantes sistemas de sefializacién provocan cambios importantes en la
expresion de genes rio abajo, por ejemplo, en Beauveria bassiana, los FT con dedos de zinc son
de gran importancia en el control biolégico, por lo tanto, la eliminacion de los genes BbTpcl y
BbThm1 de Zn(I1)2Cys6 TF, influiria en la virulencia del mutante para las larvas de Galleria
mellonella (Wang et al., 2020). Por otra parte, En Coniothyrium minitans, la eliminacién del gen
PacC TF CmpacC redujo la actividad micoparasitaria contra S. sclerotiorum y las actividades de
quitinasa y B-1,3-glucanasa Luo et al., 2015.Se han encontrado resultados similares
en Trichoderma y Clonostachys, donde la delecion de un gen TF pacC en T. virens afecta el

antagonismo contra R. solaniy S. rolfsii (Trushina et al., 2013). La interrupcion de los genes



TF pacC en C. rosea atenu0 su virulencia frente a los nematodos (Zou et al., 2010). Actualmente,
nuestro estudio no esta centrado en componentes de sefializacion, sin embargo, no descartamos
que numerosos genes que son componentes de sefializacion estén involucrados en los cambios del

comportamiento de cepas ambientales de Trichoderma.

Los resultados de la expresion diferencial del gen antes mencionado sugieren una funcién muy
importante mediando la interaccion de Trichoderma con el medio de cultivo a pH adverso donde
es sometido, T9_UANL reprimio la expresion de Pacl en los tiempos largos probados a pH 9.0,
esta respuesta pudiera estar mediada por la evolucion en el genoma de las cepas, o la participacion
de genes involucrados en la neutralizacién del pH, por ejemplo la ATPasa de tipo ENAL en
Fusarium oxysporum que es necesaria para la tolerancia a pH alcalino y estrés por NaCl. La
integridad de la pared celular es vital a pH 9.0, Trushina y colaboradores en 2013 reportan genes
adicionales como DFG5 regulados por PacC en Canidad albicans, donde se regula 324 veces mas
en alcalinidad, lo que sugiere este tipo de genes estan regulados exclusivamente a pH alto por
PacC.

Sanchéz-Arreguin et al., 2021 informan de NRG1 es un represor transcripcional en Ustilago
maydis, que actta al contrario de PacC, esta proteina regula negativamente la expresion de bombas
de calcio PMR1 para controlar el pH, otra funcién relacionada es el equilibrio reduccién-oxidacién
en células fungicas con la activacion de genes WCO1, donde este gen también esta involucrado en
expresar genes para respuesta a luz UV (Brych et al., 2016). Asi mismo, se reporta que regula la
respuesta al estrés hiperosmotico principalmente mediante la via de sefializacion del glicerol de

alta osmolaridad en levaduras.

Hékkinen et al., 2015 identifican un grupo de genes co-regulados que estan regulados
positivamente a pH alto e incluyen un transportador ABC, una oxidorreductasa, un transportador
MFS, una biosintesis de sider6foro acetilasa, un acido graso de cadena larga acil-CoA ligasa y un
no- péptido sintasa ribosomal. debido a estos descubrimientos llevamos a cabo experimentos para
determinar la funcion de pacC en la biosintesis de metabolitos secundarios cuya expresion es
necesaria a pH alto. El pH afecta la concentracion de hierro ya que el pH acido aumenta la
disponibilidad de hierro soluble (Fe?*), y a pH alcalinos el hierro insoluble (Fe**) se presenta en
concentraciones mas altas. Los resultados que se muestran en la Figura 14(a, b y ¢) predicen que
Trichoderma T9_UANL tiene la capacidad de quelar el hierro en presencia de MM libre de Fe.
Esta cepa aumenta la produccion de sider6foros en un 56%, aumento similar al reportado por Zhao
et al., 2014, en suelo inoculado con la cepa T6 de T. asperrellum, detectaron un aumento en la

presencia de siderdforos del 57%. Los inductores para la produccién sideréforos son aminoacidos



como glicina, L-serina, L-alanina y L-ornitina que promueven la generacién de sider6foros, Asai
y colaboradores en 2022 determinaron los niveles de expresion de los genes Sidl y Sid2 en medio
sin presencia de Fe, pero adicionando 2,2 -dipiridilo (DIP) con la cepa de Acremonium
persicinum, reportando que los niveles de mMRNA se incrementaron 89 veces en Sidl con la
presencia de DIP, mientras Sid2 no se vio afectado con la presencia de dicho inductor. Lo
metabolitos secundarios de Trichoderma a pH alto involucran la activacion de cluster de genes
co-regulador por el factor de trancripcion PacC, por lo tanto, es necesario estudiar a detalle las
secuencias de los genomas para ver los mecanismos utilizados y la funcionalidad de las moléculas
generadas en especies ambientales que le permiten adaptar su metabolismo y producir sustancias
con aplicacién biotecnol6gica.



VIII CONCLUSION

En este estudio generamos informacion detallada sobre las propiedades fisicoquimicas del suelo
arido de Mina, Nuevo Leon; adicionalmente, en la rizosfera de dos plantas endémicas,
encontramos la presencia del hongo benéfico del género Trichoderma, el cual es sometido a
crecimiento, imitamos las caracteristicas alcalinas de donde se obtuvieron, determinamos que
todas las cepas disminuyen drasticamente el pH inicial a valores de acidez considerados basales
en el desarrollo de los hongos. Mostramos que tres aislamientos ambientales crecen a pH alcalino,
describimos que estos cambios fisiologicos entre especies son evoluciones adquiridas en
condiciones de rizosfera endémica, y el pH es uno de los factores que mas ha modificado el
comportamiento de las cepas ambientales de Trichoderma. Ademads, demostramos que
Trichoderma harzianum es un potencial biofertilizante para cultivos agroindustriales en territorios

con déficit nutricional y zonas con problemas de sequia en México.

Determinamos que la cepa alcalinotolerante T9_UANL es productora de sider6foros del tipo
hidroxamato, ademas su adaptacion al estrés alcalino puede estar relacionada con su capacidad
para quelar o solubilizar hierro, por lo que también se identificd la presencia de NRPS en el
genoma involucrado en la produccién de estas moléculas, asumimos puede estar involucrado un
transportador MFS en el movimiento intra o extracelular de las particulas detectadas, finalmente,
afirmamos que la cepa T9_UANL mitiga el estres abidticos para promover el crecimiento vegetal

de Sorgo Bicolor.
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ANEXO 1
€)

Figura 16.- Caracteristicas microscépicas de las cepas ambientales de Trichoderma spp. en PDA durante 72
ha28 °C. a) T. harzianum T35, b) T1_UANL, c) T2_UANL, d) T3_UANL, e) T4 UANL, f) T5_UANL,
g) T6_UANL, h) T7_UANL, i) T8_UANL, j) T9_UANL, k) T10_UANL, I) T11_UANL.
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Figura 17.- Anélisis filogenético de Trichoderma con marcador molecular ITS1 Y ITS4 y método union de
vecinos (NJ). El analisis se realiz6 en MEGA 7, Porcentaje de arboles replicados en los que los taxones
asociados se agruparon en la prueba de arranque (1000 repeticiones).
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Figura 18.- Andlisis filogenético de Trichoderma con marcador molecular LROR y LR5 método unién de
vecinos (NJ). El analisis se realiz6 en MEGA 7, Porcentaje de arboles replicados en los que los taxones
asociados se agruparon en la prueba de arranque (1000 repeticiones).
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Figura 19.- Analisis filogenético de Trichoderma con marcador molecular ACT512f y ACT783r método
unién de vecinos (NJ). El analisis se realiz6 en MEGA 7, Porcentaje de arboles replicados en los que los
taxones asociados se agruparon en la prueba de arranque (1000 repeticiones).
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Figura 20.- Analisis filogenético de Trichoderma con marcador molecular Bsens - Brev método unién de
vecinos (NJ). El anélisis se realiz6 en MEGA 7, Porcentaje de arboles replicados en los que los taxones
asociados se agruparon en la prueba de arranque (1000 repeticiones).



