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Cambios fisiolégicos en algod6n transgénico inoculado con Trichoderma spp.

Physiological changes in transgenic cotton inoculated with Trichoderma spp.
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Resumen. Se realizé la inoculacién de plantulas transgénicas de
algodén con la cepa ICA 4 de Trichoderma sp. con el objetivo de
identificar su efecto en el desarrollo fisiolégico de las plantas. Los
resultados indicaron que plintulas de algodén transgénico inoculadas
presentaron mayor desarrollo con respecto a las plantas no inocula-
das. Los valores del rango de crecimiento relativo, tiempo de dupli-
cacion, altura, y nimero de hojas, (0,04 g/g dia; 16,88 dias; 17,16 cm
y 4,2, respectivamente) fueron significativamente superiores a los ob-
servados en las plantas no inoculadas (0,03 g/g dia; 24,38 dias; 12,33
cmy 2,6, respectivamente). Con respecto a la arquitectura radical, las
plantulas inoculadas mostraron un mayor porcentaje de raices de 2°
(46%), 3° (73%) y 4° (98%) orden con respecto a las plantas testigos.
Lo anterior indica que la inoculacién de 7richoderma cepa ICA 4
puede favorecer el desarrollo de la arquitectura radicular y generar
un mejor aprovechamiento de nutrientes. Futuros estudios deben
ser encaminados en evaluar la expresién de genes involucrados en
la biosintesis de fitohormonas que podrian estar involucrados en el
desarrollo radical.

Palabras clave: Algodén transgénico; Trichoderma spp; Arquitectura
de la raiz; Valle de Mexicali.

Abstract. We performed the inoculation of transgenic cotton
seedlings with Trichoderma sp. strain ICA 4 to evaluate its effects
on the physiological development of seedlings. Inoculated seedlings
of transgenic cotton had higher development than non-inoculated
seedlings. The range of values for relative growth, doubling time,
height and number of leaves (0.04 g/g d; 16.88 days; 17.16 cm and
4.2, respectively) were significantly higher that those observed in
non-inoculated plants (0.03 g/g day; 24.38 days; 12.33 c¢m and 2.6,
respectively). Regarding radical architecture, inoculated seedlings
with Trichoderma strain ICA 4 showed a higher percentage of roots
of 2 (46%), 3 (73%) and 4™ (98%) order with respect to control
plants. This indicates that inoculation of Trichoderma strain ICA 4
can promote better nutrient use. Future studies should be designed
to evaluate the expression of genes involved in the biosynthesis of
plant hormones that could be involved in root development.
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INTRODUCCION

El valle de Mexicali se caracteriza por ser una zona con
gran actividad agricola con una capa arable de 210930 ha.
Entre los principales cultivos que son sembrados en el va-
lle de Mexicali se encuentran, entre otros, alfalfa, trigo y
algodén. En el caso de este dltimo, en los dltimos afios se
ha sembrado el algodén transgénico Bollgard, que expre-
sa la endotoxina CrylAc. Este tipo de algoddn transgénico
se ha utilizado en México desde 1996 para el control del
gusano rosado, el gusano tabacalero y el gusano bellotero,
produciendo un incremento en el rendimiento y una dis-
minucién del uso de agroquimicos para el control de plagas
(Teran-Vargas et al., 2005). El uso de esta biotecnologia es
una gran promesa para mejorar la produccién algodonera
en México y en el mundo. Sin embargo, existen estudios
en donde se mencionan los riesgos potenciales del cultivo
del algodén transgénico, como la generacién de resisten-
cia a insectos y efectos sobre la comunidad microbiana de
la rizésfera (Bruinsma et al., 2005; Marchetti et al., 2007;
Thomazoni et al., 2010). Por otro lado, estudios recientes
han mostrado la presencia de efectos negativos de las plan-
tas transgénicas sobre microorganismos benéficos como los
hongos micorrizicos arbusculares (Liu, 2010). En el caso de
hongos microparésitos (e.g., Trichoderma) se estd estudian-
do su aplicacién como un hongo promotor de crecimien-
to (HPRC) en plantas no transgénicas. Esto es debido a
la capacidad de estos organismos de producir hormonas de
crecimiento, favorecer la solubilizacién de minerales y la in-
duccién de resistencia sistémica (de Santiago et al., 2011).
Sin embargo, actualmente, no existen estudios disponibles
encaminados a determinar el impacto de los HPRC, espe-
cificamente Trichoderma spp., en el desarrollo fisiolégico de
plantas transgénicas (e.g., algodén). Por lo tanto, el objetivo
de este estudio fue evaluar el efecto de la inoculacién con
Trichoderma spp. en el desarrollo fisiolégico de plantulas de
algodén transgénico (Bollgard).

MATERIALES Y METODOS

Germinacion de semillas de algodén. Las semillas
transgénicas de algodonero Bollgard® fueron proporciona-
das por productores del sistema producto algodonero de
Baja California, México. Estas semillas fueron desinfecta-
das superficialmente con una solucién de NaOCl (Clorox)
al 0,5% por 3 min seguido de cuatro lavados con agua es-
téril desionizada. Después de desinfectadas y lavadas, 100
semillas se colocaron individualmente en cajas de Petri
estériles (100 x 20 mm) con papel de filtro himedo, y se
mantuvieron en una cdmara de crecimiento (LAB LINE
INSTRUMENTS Serie 798-001) a una temperatura de
35 °C, con fotoperiodo de 12-h de luz:oscuridad y 60% de

humedad relativa.
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Formulacién del inoculante. Para la elaboracién del ino-
culante se utiliz6 la cepa de Trichoderma longibrachiatum ICA
4, 1a cual fue previamente caracterizada molecularmente y re-
gistrada en el Genebank con clave HQ667667. Esta cepa fue
proporcionada por el cepario del laboratorio de Biotecnologia
del Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad Auténo-
ma de Baja California. La formulacién del inoculante se llevé
a cabo a partir de un proceso de escalamiento que consistié en
los siguientes pasos: a) inoculacién de 5 mL de una suspensién
de micelio y esporas (concentracién aproximada de 1 x 10°
esporas/ mL de agua) a frascos de 350 mL con 100 gramos
de arroz estéril con 20% de humedad; b) los frascos con arroz
previamente inoculados con el hongo se incubaron por sie-
te dias a 32 = 2 °C en una cdmara de crecimiento Lumistell
(ICP-19) con 40% de humedad relativa; c) una vez finalizado
el periodo de incubacién previamente descrito, se procedi6 a
mezclar 50 gramos del arroz inoculado con el hongo con 250
gramos de suelo estéril, y se le adicioné agua estéril y carbo-
nato de calcio para obtener un suelo con 30% de humedad y
pH 7,0, respectivamente. El suelo se dejé en incubacién en
completa oscuridad por siete dias a 30 + 2 °C, previo a su uti-
lizacién como inoculante.

Inoculacién de plantulas. Luego de trascurridos 15 dias
desde la germinacién, las pldntulas se inocularon adicionando
2 gramos del inoculante al sistema radical al momento del tras-
plante a macetas de 0,3 L que contenian una mezcla comercial
de suelo para horticultura (peat moss 20% y agrolita 30%). Las
pldntulas se mantuvieron en una cdmara de crecimiento con
un rango de temperatura entre 28 y 35 °C durante el dia, y
entre 24 y 26 °C durante la noche. Se us6 un fotoperiodo de
12-h luz:oscuridad y un 60% de humedad relativa. Las plantas
establecidas en la cdmara de crecimiento se sometieron a un
régimen de riego diario con agua destilada y se fertilizaron
semanalmente con una solucién nutritiva Hoagland’s. A los
30 dias posteriores a la inoculacién se colectaron de manera
aleatoria 10 pldntulas inoculadas y 10 no inoculadas, para su
posterior andlisis fisioldgico.

Determinacién de los parimetros de crecimiento. Los
pardmetros de crecimiento evaluados en las plintulas de al-
godén transgénico a los 30 dias posteriores a la inoculacién
fueron: rango de crecimiento relativo (RCR); tiempo de du-
plicacién (TD); altura (H); nimero de hojas (Ho), y arquitec-
tura radical (nimero de raices de 1°,2° y 3° orden).

E1 RCR se define como el rango de incremento de la masa
seca, por unidad de masa, por unidad de tiempo (g/g dia), y
se calcul6 de acuerdo a lo reportado por Gonzédlez-Mendoza
et al. (2007):

(InM, -1In M)
(t,)

RCR =
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Donde:

M, = la masa inicial de la pldntulas a los 15 dias de creci-
miento,

M, = es la masa final después de 30 dias de crecimiento,

t, = dias de crecimiento.

E1'TD fue el tiempo requerido por la planta para duplicar
su crecimiento, expresado en dias. Esta variable se calcul6 de
acuerdo a lo reportado por Gonzilez-Mendoza et al. (2007):

In2
RCR

TD=

La altura de pldntula se midié de la base del tallo al dpice
de la hoja mds joven usando una regla de 30 cm. Finalmente,
la evaluacién in situ de la arquitectura de la raiz se evalué me-
diante el conteo del nimero de raices de 1°, 2° 3° y 4° orden,
utilizando un estereomicroscopio AFX-II (Nikon, Tokio).

Anilisis estadistico. El experimento fue realizado comple-
tamente al azar con 10 repeticiones.

El analisis de los datos obtenidos se realizé utilizando la prue-
ba t de Student con un nivel de significacién del contraste: a =
0,05. Se utilizé el paquete estadistico Statistica AX versién 6.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

La inoculacién de las plintulas de algodén transgénico
con Trichoderma cepa ICA 4 tuvo un efecto significativo en
el crecimiento de las mismas. Esto se debié a que las varia-
bles rango de crecimiento relativo (RCR), altura (H), y na-
mero de hojas (Ho) fueron estadisticamente superiores en las
pldntulas inoculadas que en las no inoculadas, mientras que el
tiempo de duplicacién (TD) fue significativamente inferior
(Tabla 1, Fig. 1). Resultados similares han sido reportados por
Anttnez et al. (2001) y James y Drenovsky (2007). Por otra
parte, aun cuando existen factores externos como la humedad
y concentracién de nutrientes del suelo que puede influir en
la topologia del sistema radical (Cruz et al., 2004), la RCR
también estd relacionada con la proporcién de biomasa que
corresponde a las raices (Antunez et al., 2001). En este sen-
tido, la inoculacién de las plantas con la cepa de Trichoderma
spp. mostré un incremento en el nimero de raices de 2°,3° y
4° orden con respecto a las plantas no inoculadas (46%, 73%
y 98%, respectivamente: Tabla 2, Fig. 2). Resultados similares
han sido reportados por Bae et al. (2009). Estos autores ob-
servaron un incremento en peso fresco, peso seco y contenido
de agua en las raices al inocular plantas de Theobroma cacao con
una cepa de Trichoderma hamatum. Ademds, Shanmugaiah et
al. (2009) reportaron que la inoculacién de plantulas de algo-
dén convencional con Trichoderma viride favorecié la longitud
de raiz y la germinacién, lo cual se reflejé en un mayor vigor

de las plantas inoculadas. Por otra parte, microorganismos be-
néficos -como los hongos micorrizicos arbusculares- podrian
influir en la biosintesis de reguladores de crecimiento (fito-
hormonas), favoreciendo el incremento o reduccién de raices
laterales (auxinas), y la densidad y longitud de los pelos radi-
cales (etileno) (Freire et al., 2000). Aunque la estimulacién
de fitohormonas en la raiz no se determind, se podria sugerir
que la cepa de Trichoderma elegida podria originar un proceso
similar a lo reportado por estos autores, estimulando la bio-
sintesis de fitohormonas, principalmente de auxinas y etileno,
afectando asi el desarrollo del sistema radical de las plantas
de algodén transgénico. De tal forma, podemos sugerir que
el modo de accién de la cepa ICA 4 sobre las plintulas de
algodén transgénico consistirfa en: a) la generacién de un sis-
tema radical fuerte y bien definido, que podria proporcionar
un mayor anclaje de la planta; b) desarrollo de raices laterales
extensas y abundantes para proporcionar un mayor acceso a
nutrientes y de agua superficial. Esto a su vez tendria efectos
sobre la altura de la planta, el numero de hojas, etc. Para un

Tabla 1. Variables de crecimiento en plantas de algoddn transgé-
nico control e inoculadas con Trichoderma cepa ICA 4, a los 30
dias luego de la inoculacion.

Table 1. Growth variables In transgenic cotton plants inoculated and
non-inoculated by Trichoderma cepa ICA 4 after 30 days of inoculation.,

Plantas RCR TD H Ho

(g/g dia) (dias) (cm) (n° hojas)
Inoculadas 0,04+0,042a 16,88+1,63a 17,16+284a 42+0,010a
Testigos ~ 0,03+0,006b 2438+492b 1233+152b 2,6+ 0,57b

Valores con letras diferentes en la misma columna son significa-
tivamente diferentes (o = 0,05) de acuerdo a la prueba de t de
Student. Los resultados son medias = 1 D.S. de 10 réplicas para
cada tratamiento.

Values with different letters within the same column are significantly dif-
ferent (a = 0.05) according to the Student t test. Results are means + 1 S.D.
of ten replicates for each treatment.

Algadan
L

g rmos
Tty

Fig. 1. Efecto de Trichoderma cepa ICA 4 a los 30 dias de la in-
oculacion de plantas de algodon transgeénico.

Fig. 1. Effect of Trichoderma strain ICA 4 after 30 days from inoculation
of transgenic cotton plants.
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mejor entendimiento de este proceso, futuros estudios debe-
rian ser encaminados a (1) evaluar la expresién de genes invo-
lucrados en la biosintesis de fitohormonas que podrian estar
involucradas en el desarrollo radical, y (2) estudiar los efectos
de la inoculacién de las pldntulas de algodén transgénico con
la cepa de Trichoderma evaluada sobre el desarrollo y produc-
tividad en condiciones controladas de campo.

Tabla 2. Arquitectura de raiz en algoddn transgénico, en plan-
tas inoculadas y no inoculadas, a los 30 dias de inoculacion con
Trichoderma cepa ICA 4.

Table 2. Root architecture of inoculated and non-inoculated, transgenic
cotton plants after 30 days from inoculation with Trichoderma strain ICA 4.

Plantas Raices

20 30 4o
Inoculadas 26,00+80a 20,00+50a 1,66+1,52a
Testigos 14,00+1,0b  533+1,52b 0+0,0b

Valores con letras diferentes en la misma columna son significa-
tivamente diferentes (o = 0,05) de acuerdo a la prueba de # de
Student. Los resultados son medias + 1 D.S. de 10 réplicas para
cada tratamiento.

Values with different letters within the same column are significantly dif-
ferent (a = 0.05) according to the Student # test. Results are means + de 1
S.D. of ten replicates for each treatment.

1204 (B)

1001

Porcentaje (%)

2do 3cr 4to

Fig. 2. Arquitectura de la raiz en plantas de algodon transgénico
inoculadas y no inoculadas (A) y porcentaje de raices de 2°, 3°y
4° orden (B) a los 30 dias después de la inoculacion con Tricho-
derma cepa ICA 4.

Fig. 2. Root architecture on inoculated and non-inoculated, transgenic
cotton plants (A), and percentage of roots of 2nd, 3rd and 4th order (B)
after 30 days from inoculation with Trichoderma strain ICA.
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CONCLUSIONES

Se desarroll6 un inoculante a base de la cepa de Trichoder-
ma ICA 4, de ficil produccién, que representa una alternativa
para ser empleada en la produccién de plintulas de algodén
transgénico en el valle de Mexicali, México. El presente tra-
bajo es un primer paso para la realizacién de estudios mds
amplios en donde se aborden experimentos del uso del ino-
culante en la produccién a nivel de parcelas demostrativas del
cultivo del algodén transgénico en el valle de Mexicali, B.C.
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