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|. RESUMEN

Durante la interaccion planta-microorganismo se suceden una serie de eventos metabolicos y
fisioldgicos en la planta para evitar la enfermedad. Como parte de estas respuestas se
modifica el contenido de hormonas en la célula vegetal. Se conoce que principalmente se
acumulan el acido salicilico (SA) y el jasmonato (JA) para activar las defensas de la planta, si
el microorganismo es biétrofo o necrétrofo, respectivamente. Sin embargo, el nivel de otras
hormonas presentes en ese momento fisiologico de la célula vegetal también cambia y altera
la respuesta final de defensa.

En el presente trabajo se evalué como 2 hongos con diferente capacidad de interaccionar
con el maiz modificaron la produccién de 3 hormonas importantes para su proceso
germinativo, el acido giberélico (GAgs), el &cido abscisico (ABA) y la auxina &cido 3-
indolacético (IAA). Los hongos estudiados fueron Trichoderma asperellum y Fusarium
verticillioides. Las hormonas GA3 y IAA se cuantificaron mediante cromatografia de liquidos
(HPLC), mientras que ABA se cuantific6 mediante un método que usa anticuerpos
monoclonales en un ensayo de ELISA competitivo.

La sintesis de hormonas se afecté de manera diferente en presencia de los 2 hongos. Para
Fusarium, patégeno que tiende a producir necrosis en el tejido vegetal para consumir el
carbono y nitrégeno de ésta, reduce la capacidad del tejido de catabolizar el contenido de
ABA, aumenta aproximadamente el triple el contenido de GAs y retrasa la aparicion de
auxinas. Es probable que el sostenido contenido de ABA y el retraso en la elevacion de IAA
reduzcan la capacidad del embrion de maiz de seguir creciendo, ayudando al hongo a
continuar con la invasion para llevar a la muerte del tejido embrionario.

Por su parte, Trichoderma asperellum es un hongo que se ha planteado como benéfico en el
crecimiento de las plantas e inductor de la respuesta de defensa contra microorganismos
patdgenos. Respecto a esto ultimo, se encontré que Trichoderma asperellum antagoniza con
Fusarium verticillioides. En los embriones de maiz Trichoderma asperellum permitié la
reduccion de ABA, evento normal durante el proceso de germinacion, aunque aumento la
cantidad de giberelinas (GA) al doble y mantuvo alto el contenido de IAA durante todos los
tiempos de germinacion estudiados. Las auxinas pueden inducir la expresién de enzimas que
remodelan la pared celular y al hacerlo promueven su crecimiento. Es factible que I1AA sea la
hormona que mejore las respuestas de defensa de la planta y que una combinacion de alto

contenido de ABA con otras hormonas las reduzca.
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II. INTRODUCCION

1.1 Maiz

El maiz o Zea mays pertenece a la familia de las poaceas (Tabla 1), familia rica en especies

de alta importancia econdémica, baste decir que en esta se encuentran los cereales.

Tabla 1. Clasificacién taxonémica del maiz (Tomado y adaptado de Catalogue of Life, 2012 y
Kato, 2009).

Categoria Clasificacion Caracter distintivo
Reino Plantae Planta
Phylum Magnoliophyta Semilla cubierta

(Angiospermas)

Clase Liliopsida Monocotiledénea
Orden Poales Zacates
Familia Poaceae Cereales
Género Zea Maiz
Especie mays Maiz

La planta del maiz alcanza en promedio entre 0.5 a 6 m de alto. Las hojas forman una larga
vaina enrollada al tallo. El tallo es segmentado similar al del bamboo, presenta nodos de los
cuales sale una sola hoja. Las hojas se encuentran en posicion opuesta a la siguiente hoja,
es decir alternadas, llevando a que del tallo se observen dos lineas de hojas verticales. Del
tallo nacen dos o tres inflorescencias (las femeninas) muy densas 0 mazorcas envueltas en
un tipo especial de hoja gruesa como cascara. Las mazorcas emergen a partir de la mitad de
la longitud del tallo. En cada mazorca hay filas de granos cuyo niumero puede variar de ocho
a treinta. A cada grano le corresponde un largo hilo, estos son los estilos que sobresalen por
el extremo de la mazorca. En el extremo del tallo de la planta tiene las inflorescencias
masculinas, que cuando el polen ha caido, se secan y se tornan parduscas (Figura 1A)
(Leszek y Vincent, 2002; SIAP, 2007).
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En cuanto al fruto es llamado botanicamente cariépside, comercialmente se le conoce como
grano y agricolamente se le conoce como semilla, y puede presentarse en tamafios, formas,
colores y composicion distinta (Reyes, 1990).
La semilla es la unidad de dispersion de la planta, y es capaz de sobrevivir el periodo entre la
maduracion de la semilla y el establecimiento de la nueva generacion. La semilla contiene los
tejidos necesarios para formar una nueva planta (Figura 1B), entre los que se encuentran
(Leszek y Vincent, 2002):
> Pericarpio. Cubierta del fruto, de origen materno. Es la cubierta dura y transparente
de la semilla.
» Aleurona. Células parte del endospermo. Se presenta en una monocapa de células,
las mas externas del endospermo, encargada de la sintesis de acido giberélico, de
sacarosa, de la liberacidbn de proteasas y la movilizacidon de lipidos durante la

germinacién de la semilla.

/ inflorescencia h
masculinag

/Pericarpio —

—

"

Escutelo
Aleuronza

Endospermo

> Embrion

Coledptilo l

Plimula

N
Eje embrionario

Radicula

Hipocétilo {

Coleorriza

\Capa terminal

Figura 1. Partes de la planta y semilla de maiz. A) Planta de maiz, B) semilla (tomado y
adaptado de GeoChembio, 2012).
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» Endospermo. Tejido de reserva de nutrientes de la semilla que puede nutrir al
embrion varios dias después de la germinacion. Tejido que en peso representa el 85%
de la semilla y con una composicién alta de almidén.

» Embrion. Se compone del escutelo y del eje embrional o embrionario.

o Escutelo. El escutelo es considerado por algunos como el equivalente al
cotiledén. Nunca funciona como una hoja sino mas bien se encarga de digerir o
absorber los nutrimentos del endospermo y contiene un alto contenido de
lipidos.

o Eje embrionario. Contiene los tejidos que conformaran a la nueva planta, en la
parte basal se encuentra la raiz primaria cubierta por un tejido de proteccién
denominado colleoriza y en la seccién opuesta se encuentra la plumula cubierta
de una estructura denominada coleoptilo.

» Capa terminal o pedicelo. Parte que se une al olote, es una estructura esponjosa,
adaptada para la rapida absorcion de humedad. Entre esta capa y la base del embrién
se encuentra un tejido negro conocido como capa hilar o hilio, la cual funciona como
una pared sellante durante la maduracion de la semilla (la formacion de la capa negra

indica semilla madura).

La composicion quimica de la semilla es variable y esta relacionada con el estadio del
desarrollo, la raza, la variedad, la tecnologia del cultivo y el clima, la parte de la planta o del

grano que se analice y las técnicas y métodos de andlisis.

En general el endospermo en peso representa el 82% de la semilla de maiz, el pericarpio el
6% Yy el embridn el 12%. Siendo la composicion promedio de la semilla entera expresada en
peso seco 72.8 % almidén, 4.7% lipidos, 9.6% de proteinas, carbohidratos en
aproximadamente 2% y fibra 10%. Mientras, que en los tejidos mayoritarios de la semilla la

composicién es la siguiente:

Endospermo. Presenta un alto contenido de almidon, el 86.6% promedio del total de la
semilla, y contiene ademas proteinas como las albuminas, globulinas, prolamina (zeina) y

glutelinas (gluten del maiz), y en escasas cantidades de lipidos y azucares.
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Embrion. Contiene la mayor cantidad de lipidos de la semilla, aproximadamente 34.4%, en
particular en el maiz Tuxpefio var Chalquefio se encuentra en un 42% (Luna-Loaiza, 2011),
mientras que el contenido de azucares es bajo, si bien la sacarosa es el mayor componente
de estos (Martinez-Marcelo, 2008; Luna-Loaiza, 2011; Séanchez-Linares et al., 2012).
Contiene también proteinas como albuminas, globulinas, glutelinas y escasa prolamina
(zeina) (Reyes, 1990).

Pericarpio. Contiene almidon, grasa, proteina, cenizas, azucares y fibra. Los principales

carbohidratos son parte de la pared celular como celulosa y hemicelulosa (Reyes, 1990).

Una semilla madura de maiz ademas de contener compuestos de reserva presenta la
caracteristica de presentar un bajo contenido de agua, entre el 8 y 13%. Las semillas que
completan su maduracion con el secado una vez que han acumulado sus compuestos de
reserva son denominadas semillas ortodoxas, y ellas pueden sobrevivir en estado seco, ya
que estan bien equipadas para mantenerse por periodos prolongados en condiciones
desfavorables. Lo anterior con la finalidad de optimizar la germinacion a pesar de que haya
pasado un tiempo desde que se form6 y maduré la semilla, y se mantiene en un estado
dormante o latente. La dormancia o latencia es un estado temporal de la semilla que
previene que una semilla viable germine aun en condiciones favorables. Se conoce que el
balance dinamico entre la sintesis de dos hormonas el acido abscisico (ABA) y el acido
giberélico (GAs) controla el equilibrio entre la dormancia y la germinacion (Bentsink y

Koornneef, 2002). Mas adelante se detalla la funcion de cada una.

[l. 2 Germinacion

La germinacion es el proceso que comienza con la entrada de agua a la semilla y culmina
con la salida del tejido embrionario, en el caso particular del maiz la emergencia de la
radicula. En condiciones adecuadas de humedad, temperatura y condiciones de luz, la

semilla de maiz reiniciara su proceso de elongacion (Bewley y Black, 1995).

Se ha descrito ampliamente que la germinacién se realiza durante las primeras dos fases de

la curva de hidratacibn de la semilla (Bewley y Black, 1995). En la primera fase de
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hidratacion, la semilla entra en contacto con el agua, proceso fisico que permite la
hidratacion de moléculas, durante esta fase se ha encontrado que hay una salida rapida de
solutos (Bove et al., 2002; Calzada-Alejo, 2011), principalmente debida a que las membranas
celulares se reacomodan (Bewley y Black, 1995 y Bove et al., 2002). En algunas ocasiones si
la salida de solutos es alta, los microorganismos que se encuentran en la superficie de la
semilla se aprovechan de estos y se multiplican, proceso que puede llevar a la muerte de la
semilla. Con la hidratacion se readquiere la permeabilidad selectiva de la membrana,
comienza la reparacion del acido desoxirribonucleico (ADN, por sus siglas en inglés) y de las
moléculas que se dafaron durante el proceso de desecacion de la semilla que ocurrio

durante la embriogénesis o previo a la hidratacién (Bewley y Black, 1995; Bove et al., 2002).

La mayor actividad metabdlica ocurre en la fase Il o también denominada fase estacionaria
de la toma de agua, en esta se prepara a la célula para la duplicacién celular. Todos aquellos
procesos celulares que necesitan de energia y esqueletos carbonados o nitrogenados
dependen del aporte de nutrimentos almacenados en el propio embridn. Recientemente se
demostré que la sacarosa es un metabolito que se moviliza desde las primeras horas de
imbibicién del embrion de maiz y que provee de carbono al eje embrionario antes de la
emergencia de la radicula (Sanchez-Linares et al., 2012). Se ha encontrado también que la
biogénesis mitocondrial esta activa en esta fase, su producto principal, el adenosin trifosfato
(ATP) se sintetiza probablemente para la sintesis de los polimeros de la pared celular, la
sintesis del DNA, el acido ribonucléico (RNA, por sus siglas en inglés) y las proteinas y para

los eventos de transporte entre compartimentos celulares y entre tejidos (Logan et al., 2001).

Finalmente, la fase Ill, también llamada post-germinativa, comienza por la aparicién de la
radicula, presentando un importante incremento en la absorcién de agua y en la utilizacién de

de nutrientes provenientes de los tejidos de reserva, el endospermo en el caso del maiz.

En resumen, durante la germinacién se suceden tanto eventos fisicos y bioguimicos que
regulan el proceso de la emergencia de la radicula, entre los que destacan el debilitamiento
de la cubierta de la semilla, el encendido de la actividad metabolica (sintesis y/o reparacion
de DNA, RNA, proteinas y membranas), la relajacion de las paredes celulares

embriogénicas, y el re-ensamblamiento y biogénesis de los organelos (Srivastava, 2002).
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II.3 Hormonas y germinacion

Entre las moléculas que también cambian en concentracion durante la germinacion, son las
hormonas, es importante mencionar que la fisiologia de las semillas asi como en las distintas
etapas del desarrollo de la planta se gobierna por los niveles de sus hormonas. Antes de
describir qué ocurre con los niveles de hormonas durante la germinacién definamos
hormona. El término hormona se utiliza en un sentido amplio para incluir sustancias que se
producen, transportan y perciben de manera natural en las plantas, en pequefias cantidades,
y llevan a cabo una variedad de respuestas especificas principalmente involucradas en la

formacion de érganos (Kucera et al., 2005).

Las hormonas producen una variedad de efectos en el crecimiento, o en respuestas
morfogenéticas, y cada una es pleiotropica en sus efectos. No todas las respuestas son
estimulatorias, ademas de que varias hormonas pueden tener efecto sobre la misma
respuesta. Asi, existe una aparente redundancia en el control de la misma respuesta. Sin
embargo, aln no se conoce si la sefalizacidn esta implicada o si el mecanismo de la
respuesta es el mismo en cada caso, pero el fendbmeno de la redundancia es comun
(Srivastava, 2002).

Las hormonas son activas en pequefias concentraciones, normalmente en el orden nmolar,
aunque muchas respuestas comienzan a presentarse en concentraciones de 10 a 100
pmolar. Hasta una cierta concentracion de la hormona, la respuesta incrementa y luego se
satura. Para algunas hormonas, una alta concentracion puede convertirse en una respuesta
inhibitoria. Por otra parte, el transporte de hormonas ocurre en algunos casos del sitio de
sintesis al sitio de accion (sitio blanco), pero en otros, el sitio de produccion y el sitio de

acciéon puede ser el mismo (Srivastava, 2002).

Algunas de las hormonas en plantas son: las auxinas, el ABA, las GA, los brasinoesteroides,
el etileno y las citocininas. A continuacion se describiran brevemente las tres primeras, por

ser motivo de este estudio.
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11.3.1 Acido abscisico

ABA es un sesquiterpenoide (un terpenoide Cis) con un anillo y una cadena lateral (Figura
2). En el C-1’ se presenta asimetria presentando las formas (+) y (-) 6 (S) y (R). Solamente el
enantiomero S-(+) esta presente de manera natural en las plantas. EI ABA que se encuentra
mayormente en plantas es el isdbmero 2-cis, 4-trans. Por convencion, debido a que se
presenta de manera natural, el acido abscisico (+)-2-cis, 4-trans es nombrado &cido

abscisico o simplemente ABA (Srivastava, 2002).

ABA es un &cido débil que a pH &cido esta en la forma protonada, es en este estado en el
gue atraviesa la membrana por difusion simple, no asi la forma aniénica que requiere la
difusién facilitada para ser acarreada. Asi, ABA puede ser almacenada en cloroplastos

cuando se tiene un pH mayor que en el citoplasma (Srivastava, 2002).

ABA se encuentra principalmente en las semillas y las hojas en plantas maduras, pero
también se ha encontrado que varias especies de hongos fitopatdgenos pueden sintetizarlo
(Srivastava, 2002).

COOH
N\
o A DN A AN
OH 70OH
COOH
(0] (0]
(-)-cis-ABA (+)-trans-ABA

Figura 2. Estructura de (+)-ABA y sus enantiomeros (tomado de Srivastava, 2002).

11.3.2 Papel fisiol6gico del ABA

ABA es una sefial especifica durante el desarrollo y en respuesta a diferentes tipos de estrés
ambiental como el frio, la sequia, las altas concentraciones de sal en el suelo, por esto ultimo
se le conoce como la hormona del estrés. ABA induce numerosas respuestas fisiologicas
como el cierre de los poros estomaticos que restringen la transpiracion, el ajuste del

metabolismo para tolerar la desecacion y las bajas temperaturas, asi como la inhibicion del
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crecimiento de las plantulas. Un efecto reconocido de ABA es reprimir la germinacion y se
presume que tiene la funcion de estabilizar el estado de dormancia (Srivastava, 2002;
Rodriguez-Gacio et al., 2009).

Estudios genéticos muestran que el embrion en desarrollo sintetiza ABA y no es la planta
madre quién se lo dona. Durante la embriogénesis de la semilla la dormancia aparece al final
de la fase de maduracion, en la cual el ciclo celular cesa, la dependencia molecular de la
planta madre desaparece, el contenido de agua decrece, los productos de almacenamiento
son sintetizados y el ABA se acumula (alto contenido de ABA y bajo de GA), y se establece
la dormancia primaria de la semilla. Altos niveles de ABA se han encontrado en el complejo
pedicelo/placento-chalaza de los granos de maiz. Hay una gran cantidad de evidencia que
muestra que para que la dormancia se rompa y que la germinacion ocurra debe disminuir el
contenido de ABA de la semilla (Srivastava, 2002; Nambara y Marion-Poll, 2005; Rodriguez-
Gacio et al., 2009).

La sintesis de ABA se localiza en dos compartimentos en el citoplasma y en el plastidio.
Mientras que su catabolismo se realiza en el citosol y principalmente ocurre por dos tipos de
reacciones la hidroxilacién y su conjugacion (Figura 3). EI ABA es convertido a su forma
inactiva e inestable (8 -hidroxi ABA) a través de la ABA 8 -hidroxilasa, la cual es parte de la
familia de las monooxigenasas P450. Aunque, también se ha reportado la hidroxilacion en 7°
y 9’. Una vez hidroxilado se isomeriza espontaneamente a acido faséico (PA, por sus siglas
en inglés) y se cataboliza a dihidro-faséico (DPA, por sus siglas en inglés). Por otra parte
tanto PA, DPA y ABA se conjugan con compuestos de bajo peso molecular como la urodin
difosfato-D glucosa (UDP-D glucosa), mediante una glicosiltransferasa. Durante la
germinacién la disminucion de ABA podria ocurrir por la disminucién en su sintesis o por el
incremento en su degradacion. Se ha observado que el decremento en ABA durante la
imbibicion de las semillas de avena y Arabidopsis estd asociado al incremento en PA
(Rodriguez-Gacio et al., 2009).

No obstante que se ha observado la disminucion de ABA, también se ha encontrado que

otras sefiales son necesarias para que la germinacion de la semilla ocurra, como son el
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incremento de GA y otras moléculas sefial como etileno, las especies reactivas de oxigeno,

glucosa, nitrato o proteinas que unen calcio (Rodriguez-Gacio et al., 2009; Srivastava, 2002).

3Ac§\ill;CoA © CITOPLASMA
be

o Membrana
plasmatica

pH
todos-trans-LICOPENOS | GRS

Figura 3. Metabolismo de ABA. Por sus siglas en inglés: BLCY, licopeno B-Ciclasa; BCH,
hidroxilasa pB-caroteno; BCRTR, hidroxilasa anillo B-carotenoide; AAO-MoCo, aldehido
abscisico oxidasa o sulfatasa cofactor del molibdeno; DMAPP, dimetilalil difosfato; DPA,
acido dihidrofaséico; GGPP, geranilgeranil difosfato; GGPS, geranilgeranil difosfato sintasa;
IPP, isopentenil difosfato; MoCo, cofactor del molibdeno; MVA, acido mevaldnico; SDR,
miembro de la familia de las deshidrogenasas/reductasas de cadena corta; PA, acido faséico;

ZEP, epoxidasa zeaxantina (adaptado de Rodriguez-Gacio et al., 2009).

11.3.3 Giberelinas (GA)

Las GA son mejor definidas por su estructura que por su actividad biolégica. Todas son ciclo
diterpenos con una estructura ent-giberelina. Las GA son &cidos débiles con un pKa de
aproximadamente 4.8 y se encuentra en estado disociado a pH neutro (Srivastava, 2002).
Las GA se encuentran en todos los tejidos vegetativos y el tejidos florales a concentraciones
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bajas entre 0.1 a 100.0 ng/ g de peso fresco. Se ha llegado al conocimiento a detalle de las
vias de sintesis de GA en plantas debido a los estudios de estas vias en hongos y a que se
han obtenido plantas mutantes en algunos de los genes implicados en el metabolismo de las
GA. Las vias de formacion y catabolismo de los compuestos bioactivos GA;, GA3, GA, y GA;
se muestran en la Figura 4. Como se observa la sintesis de las GA es compleja, las
reacciones ocurren entre el citosol, el plastidio y el reticulo endoplasmico. Adicionalmente, la
regulacion de su sintesis también es compleja, ya que la transcripcion de algunos de los
genes que codifican para su sintesis depende de varios factores como: la luz (GA3z0x),
condiciones ambientales (ent-copalil difosfato sintasa, CPS), del fotoperiodo (GA200x) y de

las auxinas (GA200x y GA30x), ademas de su propia autorregulacion (Kucera et al., 2005).

11.3.4 Papel fisiolégico de las GA

El papel de las GA en el crecimiento y desarrollo de las plantas fue evidente cuando
mutantes deficientes en GA presentaban un tamafio menor que las plantas silvestres. En los
afnos 50’s del siglo pasado se encontré que las mutantes enanas de chicharo y maiz llegaban
a su tamafio normal cuando se les aplicaba GA, éste ultimo obtenido de cultivos con el hongo
Gibberella fujikuroi. Las GA estan involucradas en un gran numero de respuestas
bioquimicas y morfogenéticas. Una respuesta muy comun es la promocién de la elongacién
en los 6rganos axiales, como tallos, peciolos y los pedicelos de las flores (Hedden y Phillips,
2000; Kucera et al., 2005).

En la germinacion se ha observado que el embridn sintetiza GAjs, respuesta que
posiblemente es mediada via fitocromo, esta activacion debida a la luz lleva a la acumulacion
de GA3y a su transporte a los tejidos externos, como es la capa de aleurona. En la aleurona
la hormona induce la expresion de varias proteinas entre ellas la a-amilasa, enzima que se
encarga de hidrolizar el almidon contenido en el endospermo de las semillas de los cereales
(Bewley y Black, 1995; Srivistava, 2002). Esta bien documentado que el aumento de GA al
transcurrir la germinacion coincide con la reduccion en el contenido del ABA (Srivastava,
2002; Aguilera-Alvarado, 2010). Por lo que se estima que en realidad el balance ABA/GA es

el que lleva a que proceda la germinacion o a mantener la dormancia.
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Figura 4. Principales vias del metabolismo de las GA (adaptado de Hedden y Phillips,
2000).
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Dos funciones han sido propuestas para la accion de GA en la germinacién, la primera es
que GA incrementa el potencial de crecimiento del embrién y la segunda que GA es
necesario para superar la restriccion mecanica debida a las capas que cubren a la semilla,
debilitando los tejidos que rodean a la radicula. El hecho de que GA se acumula en la zona
de la radicula apoya la segunda funcion propuesta. Ademas, se ha observado que la ruptura
de la testa y el endospermo de semillas de tabaco depende de la accion de &cido giberélico y
gue la adicién de ABA después de la ruptura de la testa inhibe la ruptura del endospermo. Se
conoce que la glucanasa de clase | denominada f-1,3-glucanasa (B-Glu I) se induce
después de la ruptura de la testa, pero antes de la ruptura del endospermo de las semillas de

Nicotiana (Figura 5).

Esta induccioén se localiza exclusivamente en el micropilo del endospermo, que es donde la
radicula emerge. Mientras que la hormona antagénica del GA, el ABA, inhibe la induccién de
los genes que codifican a la BGlu | durante la germinacion de tabaco y retrasa la ruptura del
endospermo (Kucera et al.,, 2005). Por otra parte, otra sefial importante para que la
germinacion proceda viene del etileno, quien aumenta la transcripcion del gen BGlu | (via el
elemento de unién de proteinas en respuesta a etileno, EREP) y por tanto la ruptura del

endospermo.

|A BAI |ETILENO|

. RUPTURA DE ‘ RUPTURA DEL y
LA TESTA ) ENDOSPERMO

Endospermo
_Semilla micropilar é Semilla
intacta B8Glu | germinada
EREEP

Figura 5. Interacciones hormonales durante la liberacion de la dormancia y
germinacién y sus efectos en la ruptura de la testa y el endospermo de la semilla de

tabaco (tomado de Kucera et al., 2005).
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Otra enzima que es parte de la remodelacion o relajaciébn de la pared celular de los
endospermos es la expansina, enzima localizada en la pared celular. La transcripcion de los
genes para las expansinas aumenta al iniciar la imbibicion, asi como la actividad enzimatica
en la zona micropilar de la semilla, a la par del aumento en la concentracion de GA. Mientras
que la adicion de ABA no afecta su actividad. Por lo que es probable que el aumento en la
transcripcion de varios genes que codifican para expansinas estén siendo regulados por los
niveles de GA para favorecer la ruptura del endospermo y la salida de la radicula (Weitbrecht
et al., 2011).

[1.3.5 Auxinas

El término auxinas se refiere a un pequefio numero de moléculas que tienen la habilidad de
inducir el crecimiento. El crecimiento se define como un incremento irreversible en tamafo y
se logra por el alargamiento de células individuales a expensas de la toma de agua (Teale et
al., 2006; Zhao, 2010).

El acido indol-3-acético (IAA) fue la primera auxina encontrada y la que predomina en
plantas, aunque también ha sido encontrada en humanos, animales y microorganismos. 1AA
es un acido débil con un pKa de pH 4.85 y, en soluciones con un pH neutro, esta presente en

estado disociado (Figura 6) (Srivastava, 2002).
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Acido-3-indolacético Acido-3-butiricoacético Acido-4-cloroindol-3-acético Acido-fenilacético
(AIA) (ABI) (4-CI-AIA) (AFA)

Figura 6. Estructura quimica del acido 3-indolacético y otras auxinas presentes
naturalmente (adaptado de Srivastava, 2002).
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11.3.6 Papel fisioldgico de las auxinas

IAA es una hormona indispensable ya que regula varios aspectos del desarrollo de las
plantas entre los que se incluyen: el patron de formacién en el desarrollo del embrion, la
induccion de la division celular, la elongacion del tallo y el coleéptilo, la dominancia del apice,
la induccién de enraizamiento, la diferenciacion del tejido vascular, el desarrollo del fruto, y
de los movimientos de tropismo tales como la flexion de los brotes hacia la luz o que las
raices sigan la gravedad (Srivastava, 2002; Zhao, 2010). Los efectos de las auxinas a pesar
de ser diversos se pueden dividir en dos grandes categorias: efectos en la expansion celular

y efectos sobre la division celular (Teale et al., 2006).

Efectos en la divisidn celular. Auxina promueve la division celular, aunque se desconocen
aun las bases moleculares de los efectos, hay evidencia de que la induccion puede ser
mediada a través de la via dependiente del proteosoma y la via dependiente de ABP-1
(proteina de union a auxinas-1, por sus siglas en inglés), aunque la auxina puede tener
varios blancos potenciales. Los blancos proteicos estan involucrados en la entrada a la fase

S del ciclo celular o bien en la transicién de G2 a M.

Efectos en la expansién celular. A nivel de la pared celular y la membrana plasmatica se
ha encontrado que la auxina induce la expansion celular y la hiperpolarizacion de la
membrana, asi como evidentemente hay una induccién en la actividad debida a proteinas
que remodelan la pared celular o su degradacion, como son las expansinas,
arabinogalactanos, extensinas, proteinas ricas en prolina, peroxidasas clase Ill entre otras
(Teale et al., 2006).

Respecto a este ultimo punto se ha descrito en la literatura que el crecimiento debido a
auxinas pudiera estar de acuerdo con la teoria acida del crecimiento, la cual propone que un
tejido expuesto y susceptible a auxina secreta protones hacia la pared celular (apoplasto)
disminuyendo su pH (Rayle y Cleland, 1992). El decremento en el pH apoplastico activa el
proceso de ablandamiento de la pared celular, aunque se desconoce con certeza como
ocurre, se propone que puede modificar las uniones entre los diferentes componentes de la

pared celular, o bien activar enzimas que la remodelan, como las expansinas. Durante la
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germinacion se ha encontrado que la actividad de la ATPasa de protones es alta en la zona
radicular a las 24 h de germinacion del maiz justo cuando la radicula emerge (Enriquez-
Arredondo et al.,, 2005; S&nchez-Linares et al., 2012), por lo que es factible que la
acidificacion en esa zona ocasionada por la ATPasa de protones de la membrana plasmatica

pueda ser producto de la sefalizacion mediada por auxinas.

La funcidn biologica de la auxina se lleva a cabo a través de una regulacion estricta y
compleja entre tres procesos: el metabolismo de auxinas, su transporte y la sefializacion. Se
ha logrado avanzar en el conocimiento sobre las vias de sintesis de auxinas gracias al
conocimiento generado al dilucidar la via de sintesis de auxinas por microorganismos
patdgenos de plantas. De las mdltiples vias que contribuyen con la sintesis de novo de
auxinas, en Arabidopsis la via dependiente del triptéfano es la principal (Zhao, 2010). Por
otra parte, existe una poza de auxinas-conjugadas como los IAA-amino&cidos, IAA-

azucares, IAA metil éster que al ser hidrolizadas contribuyen también a la sefializacion.

Ademas de su metabolismo, su transporte direccional es crucial para guiar la informacion
hacia la zona o tejido que requiere el crecimiento en la planta. Para ello se crea el gradiente
de auxinas a través de transportadores especificos (AUX e IAA), lo que lleva a que la auxina

se movilice desde zonas muy alejadas de la planta hasta su sitio de accion.

[1.3.7 Hormonas en la defensa de las plantas

La concentracion de hormonas se modifica no solo por el periodo del desarrollo de la planta,
sino también por las condiciones ambientales y nutrimentales a las que se enfrente como la

sequia, frio, inundaciones, insectos, microorganismos, plantas competidoras entre otros.

El acido salicilico (SA), los jasmonatos (JA) y el etileno (ET) son las hormonas o
fitoreguladores que juegan un papel importante en la defensa de las plantas, sin embargo
también ABA, GA, auxinas, brasinoesteroides y citocinas participan en la defensa (Figura 7)
(Bari y Jones, 2009). Los cambios hormonales y las sefales que desencadenan son distintos

dependiendo del tipo de patdégeno.
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Los patogenos fangicos pueden clasificarse en tres tipos: biétrofos, necroétrofos o
hemibiétrofos. Los primeros son aquellos microorganismos que se asocian a la planta
utilizando estrategias que podrian clasificarse como sofisticadas, ya que desarrollan
estructuras que pueden entremeterse en los apoplastos de las células, como las hifas y los
apresorios, adquieren los nutrientes de la célula vegetal y ademas suprimen de manera
especifica algunas de las reacciones de defensa de la planta, las que podrian restringir la
invasion. Por el contrario, los hongos necrétrofos al interaccionar con la planta llevan a la
muerte de la célula hospedera para nutrirse de esta. Para lograrlo sintetizan y exportan una
variedad amplia de enzimas que degradan la pared celular, ademas de toxinas. Mientras
gue los organismos hemibiétrofos combinan ambas estrategias, esto es, se inicia con una
fase biotrofica que permite el crecimiento y propagacion de las hifas entre los apoplastos,
para posteriormente secretar enzimas que degradan la pared celular y toxinas para inducir la

muerte celular (Koeck et al., 2011).

Se conoce que SA juega un papel crucial en la defensa de la planta contra organismos
biotroficos y hemibiotroficos. En contraste, el JA y el ET estan relacionados con la defensa
por organismos necrotréficos y el dafio ocasionado por herbivoros (Figura 7). Aunque las
vias del SA y JA/ET son mutuamente antagonistas, hay evidencias de interacciones

sinérgicas.
Estrés
Biotico
ER’
[ESh ]
Resistenci / JA \| . .
esistencia Resistencia a
a Biotrofos / ET J ™\ | Necrotrofos
- _: ABA :_'
Pseudomonas i J | Alternaria
Xanthomonas GA Botrytis
Erysiphe }\‘Auxina-—-—"" Pythium
efc ‘E\ CK ,4 etc
~BR-[

Figura 7. Modelo simplificado mostrando como las diferentes hormonas producen una
regulacion positiva o negativa en la resistencia de la planta ante patogenos biotroficos
o necrotréficos. Las flechas indican activacion o una interaccion positiva y las lineas

entrecortadas indican represion o una interaccion negativa (tomado de Bari y Jones, 2009).
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En relacién a las otras hormonas que participan en la defensa de la planta contra patégenos,
se ha logrado el entendimiento del papel individual de algunos de los componentes en las
vias de transduccion de sefales a través de la identificacion y caracterizacion de diferentes
mutantes afectadas en la biosintesis, percepcion y en la transduccion de las sefial de las
hormonas. En la Tabla 2 se muestran algunos ejemplos que sugieren que las hormonas
ABA, GA y auxinas participan en la resistencia a la enfermedad debida a microorganismos
patdgenos. Aunque, el mecanismo molecular que integra o relaciona al estrés por patégenos

con los cambios hormonales en la planta es aun poco entendido.

Adicionalmente, los patdgenos microbianos han desarrollado habilidades para producir
fitohormonas o mimetizar su funcién llevando a un desbalance hormonal y una activacion

inapropiada de las respuestas de defensa en la planta.

Tabla 2. Efectos de mutaciones en la sintesis, percepcién o componentes de la
sefializacion de ABA, auxinas y GA en la sensibilidad a patégenos por diferentes

plantas (informacién adaptada de Bari y Jones, 2009).

Ho”f.“’”a Planta M|croo[gan|smo Efecto en la planta
examinada patébgeno
Jitomate, mutante Botrytis cinerea : :
" . L - Resistencia a la
sitiens deficiente en Oidium neolycopersici
. . enfermedad.
ABA. Erwinia chrysantemi
Arabidopsis, mutante Fusarlum oxysporum Resistencia a la
. Alternaria brassicicola
aba2-1 deficiente en T enfermedad por
Pythium irregulare . e
ABA. : patogenos fungicos.
Leptosphaeria maculans
ABA Arabidopsis, mutante : .
; . . , Resistencia a la
incapaz en la sintesis Pseudomonas syringae
enfermedad.
de ABA o su DC3000 Aumento [ABA] y [JA]
sensibilidad. y
Arabidopsis silvestre Botrytis cinerea Susceptibilidad a la
asperjada con ABA. enfermedad.
Arroz silvestre Maanaporthe arisea Susceptibilidad a la
asperjada con ABA. gnap 9 enfermedad.
Susceptibilidad a la
enfermedad. Activa la
. produccion de auxina.
. . . Pseudomonas syringae . .
Auxinas Arabidopsis silvestre. Reprime la expresion
DC3000
de los genes de los
transportadores de
auxinas AUX/IAA.
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Hormona

Microorganismo

. Planta . Efecto en la planta
examinada patdégeno
Arabidopsis, mutante
por expresion de Pseudomonas syringae Resistencia a la
m|croRNA| que produce DC3000 enfermedad
la reduccion en el '
Axunias receptor de auxinas.
Arabidopsis, mutante en | Botrytis cinerea Resistencia a la
los componentes de Plectosphaerella enfermedad
sefializacion o cucumerina '
transporte auxinas.
Resistencia a la
enfermedad.
Arroz, mutante gidl, Aumento en [GA]

. Aumento en la
defectuosa en el Magnaporte grisea oroteina PBZ1
receptor de GA. (probenazole

GA induciblel) inducida

por GA.

Arroz, mutante eui,
defectuosa en la
Enzima regulada por
GA, la Elongated
Uppermost Internode
(EU).

Xantomonas oryzae
Magnaporte oryzae

Susceptibilidad a la
enfermedad.

II.4 Fusarium principal patdbgeno en maiz

Se ha documentado que las semillas, hojas, raices y tallos son susceptibles a un cierto

namero de enfermedades que reducen la capacidad de la planta para crecer de una manera

normal, y pueden, en ultima instancia, reducir la produccion de semillas.

Si bien un amplio nimero de organismos pueden afectar el crecimiento del maiz, los hongos

son los que causan las mayores pérdidas. Las pérdidas no se restringen solo a la cosecha,

sino también a las pérdidas econémicas para el tratamiento de las enfermedades producidas

por las micotoxinas que secretan los patdégenos y que pueden ser consumidas por las vacas,

puercos y caballos (Goldblatt, 1972).
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Fusarium es un hongo que naturalmente se encuentra donde se cultiva maiz. Durante la
época célida en la floracion y después de ésta se ha observado un incremento en la
enfermedad por el hongo. ElI hongo es del tipo filamentoso y hialino (Figura 8A y 8B). La
reproduccion sexual, aunque no comun, puede ser facilitada por los microconidios usados
como célula espermatica para la fertilizacion del protoperitecio®. Asi, los microconidios son

importantes para la sobrevivencia y reproduccion de Fusarium.

Figura 8. Fusarium y la enfermedad que produce en el maiz. A. Macroconidios, B.

Microconidios, C Planta de maiz infectada con Fusarium. D. Mazorca infestada con Fusarium
(tomado y adaptado de Malvick, 2007).

Los sintomas de la enfermedad en el maiz producidos por Fusarium varian mucho
dependiendo del genotipo, medio ambiente y gravedad de la enfermedad (Figura 8C).
Normalmente, los granos individuales o grupos de granos infectados estan dispersos al azar
en toda la mazorca (Figura 8D). Se llega a observar el crecimiento tipico del hongo como la

aparicion de un color rosa blancuzco a morado en los granos y/o en las inflorescencias

1 . . . . . .
Protoperitecio: precursor del peritecio, el cual es un ascocarpo provisto de una abertura que contiene ascas, que a su vez
tienen ascosporas que se forman como resultado de cariogamia y meiosis. (Castafion, 2004)
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masculinas. El crecimiento fingico se encuentra frecuentemente en la punta de la mazorca,
donde la infeccion estd asociada con la oruga del maiz y otros tipos de dafios. Cuando la
enfermedad es muy grave, toda la mazorca puede ser blancuzca y aparecer desgastada con
crecimiento fungico sobre los granos y entre ellos (Figura 8D) (American Phytopathological
Society, 2004).

Los hibridos de maiz difieren en su susceptibilidad a la enfermedad por Fusarium. Un
adecuado almacenamiento de los granos después de la recoleccion previene la acumulacion
de la micotoxina fumonisina. La humedad y fertilizacion equilibradas, y el control de los
insectos que dafian a los granos, reducen la gravedad de la enfermedad (American
Phytopathological Society, 2004).

Se considera que Fusarium es el género productor de toxinas de mayor prevalencia en las
regiones templadas del hemisferio norte y se encuentra habitualmente en cereales cultivados
en regiones templadas de América, Europa y Asia. Las toxinas mas comunes del género
Fusarium son los tricotecenos, la zearalenona, la moniliformina y las fumonisinas. Estos
metabolitos se pueden elaborar tanto durante el crecimiento de la planta como al principio del
almacenamiento. Pueden estar presentes en granos de cereales asintomaticos y se

encuentran en cereales y sus productos (Soriano, 2007).

Las fumonisinas son un grupo de al menos 15 micotoxinas de estructura quimica similar, son
amino polialcoholes, carboxilados y que pueden tener distintos sustituyentes, destaca la
fumonisina B1 por ser la toxina mas potente y en algunos casos la mas abundante (Figura 9)
(Desjardins et al., 1997). Las fumonisinas se descubrieron a mediados de los ochenta a partir
de cultivos de F. moliniforme (Gelderblom et al., 1988). Actualmente, las principales especies
productoras de fumonisinas son F. verticillioides y F. proliferatum (Soriano y Dragacci, 2004),

y también algunas cepas de Fusarium fujikuroi.

En contraste, la produccion de GAj3 es casi exclusiva del F. fujikuroi, cepa que produce una
enfermedad en arroz que se caracteriza por sobrecrecimiento. F. fujikuroi es una cepa que es
usada comercialmente para producir a gran escala GAs, principalmente GAj; aunque

también GA, y GA7, que tienen aplicaciones en la agricultura y horticultura como reguladores
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del crecimiento en plantas (Malonek et al., 2005).Sin embargo, la cepa de Fusarium que
usamos en este estudio, F. verticillioides, es incapaz de producir GA3, debido a la ausencia
de 5 de los 7 genes que codifican para los genes biosintéticos de estas GA (Bdomke et al.,
2008).

COOH
HOOC

) OH

CH3

CH3 0 R4 NHR3
HOOC

H3C

Fumonisina R1 R2 R3

Bl OH OH H

B2 H OH H

B3 OH H H

B4 H H H

Al OH OH CH3CO
A2 H OH CH3CO

Figura 9. Estructura quimica de las fumonisinas (tomado de Velazquez, 2007).

En cuando a la respuesta de defensa de la planta se conoce que Fusarium verticillioides
induce la sintesis de SA en los embriones de maiz a partir de las 24 y 36 horas de
germinaciéon, y que probablemente este aumento sea responsable de la induccion de
nucleasas que llevan a la muerte celular del embrion de maiz (De la Torre-Hernandez et al.,
2010).

[I.5 Trichoderma asperellum hongo benéfico para plantas.

Trichoderma asperellum es un hongo del orden de los hipocreales que produce conidios
rugosos, tabicados, de forma ovoide o claramente elipsoidales, con 2.8 a 4.5 um de diametro
(Figura 9) (Soriano, 2007; Catalogue of Life, 2012). El crecimiento fiungico maduro en cultivo

es de color verde oscuro a verde azulado oscuro.




Q Facultad de Quimica INTRODUCCION
UNAM

s

Este hongo se encuentra de manera comun en los suelos, y es capaz de producir una gran
variedad de compuestos entre los que se encuentran los antibiéticos. Adicionalmente, como
una estrategia de sobrevivencia compiten por los nutrientes al parasitar a otros hongos. El
hongo Trichoderma produce efectos benéficos en el crecimiento y desarrollo de plantas,
induce la respuesta de defensa de las plantas, incrementa la toma de nutrientes y aumenta la
eficiencia del uso de fertilizantes (Vargas et al., 2009). Aunque solo ciertas cepas de
Trichoderma pueden influenciar el desarrollo de la planta y por tanto su productividad
(Contreras-Cornejo et al., 2009).

Figura 10. Fialides de Trichoderma asperellum.

En maiz, la inoculacién de Trichoderma afecta positivamente el sistema radicular tanto en su
arquitectura como en su peso (Shoresh y Harman, 2008). El sistema radicular es importante
para la planta ya que es su sistema de anclaje al suelo, contribuye al uso eficiente del agua y
facilita la adquisicion de nutrientes minerales del suelo. Debido a que las auxinas regulan la
arquitectura de la raiz, se ha buscado su presencia y posibles blancos moleculares cuando
Trichoderma se encuentra interaccionando en plantas. Por ejemplo, plantas de Arabidopsis
cultivadas en presencia del hongo Trichoderma viridens llevan a un aumento en el nUmero de
raices secundarias y su biomasa, incremento que no se observa cuando Trichoderma
interacciona con plantas de Arabidopsis que carecen de los genes involucrados en la
sefializacion o en el transporte de auxinas (Contreras-Cornejo et al., 2009). Trichoderma

produce compuestos similares a auxinas al igual que IAA en concentraciones de 0.25 a 8 uM,
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y a ciertas concentraciones estos incrementan el crecimiento radicular de Arabidopsis (Figura
10) (Contreras-Cornejo et al., 2009).

Debido a los efectos benéficos en el crecimiento de planta hay varios grupos de investigacion
gue han propuesto cepas para mejorar bajo condiciones controladas de campo la produccion
de diversos cultivos. Ademas, a nivel molecular se han encontrado cambios dramaticos en la
expresion de genes en la planta que nos ayudaran a entender la interaccién de Trichoderma

con la planta (Hermosa et al., 2012).

Trichoderma virens

|

Compuestos similares a Auxina

CH,CH,0H CH,CHO CH,COOH
D — 0 — o
N N N
H H H

Indol-3 etanol Indol-3 acetaldehide Indol-3 acético
{IAAET) (1AAld) (1AA)

>
: l midopsis thaliana

Transduccion de sefales

i

Desarrollo de raiz

|

Estimulacidn del crecimiento

Figura 11. Respuestas de crecimiento de Arabidopsis thaliana reguladas por T. virens.
T. virens induce la proliferacion de las raices laterales e induce la acumulacion de biomasa
debida a IAA si bien IAAId puede ser convertido a IAA por las enzimas de las plantas, el
compuesto directamente regula la expresion de genes que se conoce son inducidos por 1AA.
IAAET no mostro una clara actividad como auxina, pero puede ser almacenado para formar

otro compuesto indol activo como el IAAId o IAA (Contreras-Cornejo et al., 2009).
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I1l. JUSTIFICACION

El maiz es por mucho el cultivo agricola mas importante de México, tanto desde el punto de
vista alimentario, industrial, politico como social. El maiz se produce en todas las regiones de
México en un amplio rango y diverso de climas. Alrededor del 50% de las tierras cultivables
en México se dedican a la produccion de maiz, siendo los estados con mayor produccion
Chiapas, Guerrero, Jalisco, Estado de México, Michoacén, Puebla, Sinaloa y Veracruz (Mejia
y Peel, 2009). A pesar de que México ocupa el cuarto lugar como productor de maiz en el
mundo, no es un pais exportador sino que es un gran importador de maiz, debido al alto
consumo que se realiza del mismo, tanto para alimento humano como animal, ademas de los
usos industriales (SIAP, 2007; Mejia y Peel, 2009).

El aumento de la produccién de maiz asi como de otros cultivos agricolas es necesario para
abastecer a la poblacion no so6lo en México sino la poblacion mundial, por lo que se estan
realizando en el mundo estudios para aumentar su produccién o bien que aquellas tierras
cultivables mantengan e incrementen la relacion biomasa/hectarea de este cultivo. Parte de
la reduccion en la producciéon mundial de maiz se debe al crecimiento de plagas y/o
patdgenos, por lo que el estudio de la interaccibn maiz-patdégeno se hace necesario para

controlar el crecimiento de éste o reducir sus pérdidas (SIAP, 2007).

Por otra parte, el uso de microorganismos que puedan aumentar, mejorar o0 mantener a la
planta ante situaciones de estrés, ha llevado a la busqueda de los efectos de estos
microorganismos no solo en la fisiologia de la planta sino a nivel molecular, buscando

entender y utilizar a estos microorganismos para mejorar la productividad en el campo.

La deteccion de los niveles de hormonas cuando un hongo benéfico o uno patbégeno
interacciona con maiz nos ayudara a entender las estrategias que ambos microorganismos
desencadenan en la planta para establecerse, pero de mayor importancia permitira detectar
los cambios que se producen a nivel hormonal en la planta y que pudieran ayudarla a

sobrevivir ante su interaccion con hongos.
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Adicionalmente, en vista de que se conoce como cambian las hormonas durante la
germinaciéon, al menos ABA y GA (Srivastava, 2002), nos permitird discriminar en este
modelo entre los niveles de hormonas fisioldgicos y los que se producen con la presencia de
ambos hongos. Con lo que se presentara evidencia por primera vez de los cambios en los
niveles de ABA, GA y auxinas durante la germinacion del maiz y durante la infeccion por el
hongo patogénico (Fusarium verticillioides) y por el hongo benéfico (Trichoderma

asperellum).
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IV. HIPOTESIS

Debido a que tanto el hongo patdgeno Fusarium verticillioides, como el hongo benéfico
Trichoderma asperellum, son hongos capaces de sintetizar (GA, Fusarium) o inducir
(auxinas, Trichoderma) la acumulacién de hormonas cuando se encuentran en tejido vegetal,
esto afectard la sintesis o degradacion de las principales hormonas relacionadas con la

germinacion en los embriones de maiz.
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V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles de ABA, GA e IAA en la germinacion de embriones de maiz en ausencia y

presencia de Trichoderma asperellum o Fusarium verticillioides.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto en el crecimiento de los embriones de maiz en presencia del hongo

benéfico Trichoderma asperellum o el hongo patégeno Fusarium verticillioides.

2. Cuantificar los niveles de ABA, GA e IAA en extractos de embriones de maiz germinados a

diferentes tiempos con Trichoderma asperellum o Fusarium verticillioides.

3. Comparar y analizar el efecto que producen los hongos en los niveles de las hormonas

durante la germinacion de embriones de maiz.
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VIl. MATERIALES Y METODOS
VII.1 Esquema general de trabajo.

La metodologia experimental que se efectud a lo largo del presente trabajo se encuentra en
la Figura 11. De manera general los embriones de maiz fueron infectados con el hongo
Fusarium verticillioides o con el hongo Trichoderma asperellum. Se tuvo como control a
embriones no infectados. Las determinaciones se realizaron al menos en dos lotes distintos
de embriones y por duplicado. La cepa de Fusarium verticillioides fue proporcionada por el
Dr. Francisco Javier Plasencia de la Parra, Investigador del Departamento de Bioquimica de
la Facultad de Quimica de la UNAM; mientras que la cepa de Trichoderma asperellum por el
Dr. José Luis Hernandez Mendoza, quien es Investigador del Centro de Biotecnologia

Gendmica del IPN.

Preparacion de los indculos de Fusarium verticilliodes y
Trichoderma asperellum

— Tincion azul de algodon lactofenol

- Medicion del halo de crecimiento

Germinacion de embriones de maiz con hongo patégeno, hongo
benéficoy sin ninguno de ellos por diferentes tiempos.

Porcentaje de germinacion Acumulacion de peso humedo Eﬁtg?r%%gl;s %
1 L 1
Cuantificacion por Cuantificacion por
HPLC ensayo de ELISA
I cuantitativo
IAA GA3 I
ABA

Figura 12. Esquema general de trabajo realizado.
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VII.2 Material biolégico.

Vil.2.1 Preparaciéon y calibraciéon de la solucion concentrada de Fusarium
verticillioides  (Tomado y adaptado de Guzman-Chavez, 2010) y Trichoderma

asperellum.

Preparacion del in6culo. En condiciones de esterilidad, se agregaron 5.0 mL de agua estéril
desionizada a un cultivo de Fusarium verticillioides y a uno de Trichoderma asperellum, de 2
semanas y 1 semana de crecimiento a temperatura ambiente, respectivamente, cada uno se
encontraba en una caja Petri de Agar Papa Dextrosa (PDA) al 1X. Se colocé en agitacion
moderada y constante por 15 min a temperatura ambiente. Se recolecto el liquido resultante
en tubos Eppendorf estériles de 1.5 mL, al cual se le nombré: “suspension de conidios”. A
continuacion se centrifugd a 13,000 rpm por 15 min a 4°C con el rotor 1420-B en la centrifuga

Universal 320 R Heittich Zentrifugen, con el cual se centrifugé en todos los casos posteriores.

Se desecharon las tres cuartas partes del sobrenadante y se resuspendieron los botones
obtenidos para ser reunidos en un solo Eppendorf. Nuevamente se centrifugd a 13,000 rpm
por 15 min a 4°C, se desechd el sobrenadante y, en condiciones de esterilidad, el boton se
resuspendi6 en 1.0 mL de agua estéril desionizada, obteniendo asi una suspension

concentrada de conidios.

Calibracion del indculo. En un tubo Eppendorf no estéril de 1.5 mL, se agregaron 990.0 L
0 999.0 uL de agua estéril desionizada y 10.0 uL o 1.0 yL de la suspension concentrada de
conidios de Fusarium verticillioides o Trichoderma asperellum, respectivamente. Se tomaron
10.0 yL para cargar la Camara Neubauer y realizar el conteo de conidios en cada uno de los
cuadrantes con el microscopio optico Olympus CH30 (Guzman-Chavez, 2010). Con los datos
obtenidos del conteo, se calculd el volumen necesario para obtener una solucion
concentrada que, en el caso de Fusarium verticillioides fue de 6,000 conidios/puL y 4,000
conidios/uL para Trichoderma asperellum. La suspension calibrada puede ser utilizada el

siguiente dia, pero no después ya que en el refrigerador sigue creciendo el hongo.

Finalmente, para mantener al patégeno, se resembraron 10 pL de la suspension concentrada
de conidios en PDA 1x. Todo el material en contacto con el hongo se esteriliza o se desecha
después de estar en hipoclorito de sodio comercial por una noche.
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VII.2.2 Crecimiento individual o en cultivo dual de Fusarium verticillioides vy
Trichoderma asperellum.

Los in6culos, se sembraron los hongos de manera individual y en un cultivo denominado dual
en cajas Petri con PDA 1X. Para los crecimientos individuales se colocaron en el centro de la
caja Petri con PDA 10 pyL de una suspensiéon de 4,000 conidios/uL de Fusarium o
Trichoderma. Mientras que para el cultivo dual se colocaron ambos hongos en la misma caja
y a una distancia de 4 cm entre cada gota de cultivo. Las tres cajas se mantuvieron en
oscuridad y a temperatura ambiente durante seis dias. A partir de las 48 h dia se tomaron
fotos cada 24 horas, con la cAmara de un celular BlackBerry 9800 de 5.0 Megapixeles, en
condiciones de esterilidad. Estos cultivos también sirvieron para realizar las observaciones al

microscopio que mas adelante se detalla.

VII.2.3 Germinacion de los embriones de maiz en presencia o ausencia de patégeno.

(Tomado y adaptado de Guzméan-Chéavez, 2010).

Extraccion y desinfeccion de los embriones de maiz. Se obtuvieron los embriones de
maiz chalquefio por diseccibn manual, usando una navaja de un solo filo, y retirando los
restos de testa. Se almacenaron a 4°C en un frasco cerrado hasta su utilizacién. Previo a la
germinacién se pes6 aproximadamente 1 g de embriones y se lavd, en condiciones de
esterilidad, con una solucion de hipoclorito de sodio al 2.0% por 1 min, se colocaron en un
papel filtro estéril para después ser enjuagados en agua estéril desionizada por 1 min,

colocandolos nuevamente en papel filtro estéril.

Germinacién. Se colocaron los embriones control en cajas Petri con Agar al 1.0%, se
incubaron por 8, 12, 18, 24, 36 y 48 h a 29°C en obscuridad en la incubadora Incubator Lab-
Line. Para el caso de los embriones inoculados con alguno de los hongos, se repite el
procedimiento previamente descrito, con la excepcidon de que cada uno de los embriones
fueron inoculados con 10 L de la suspensién de conidios calibrada anteriormente, por lo que
la concentracion final de conidios en los embriones fue de 60,000 y 40,000 para los

embriones infectados con Fusarium y Trichoderma, respectivamente.
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Pasado el tiempo de germinacion, se fotografiaron los embriones con la cAmara de un celular
BlackBerry 9800 de 5.0 Megapixeles y se llevaron a cabo las pruebas que a continuacion se

describen:; finalmente fueron almacenados a -80°C hasta su uso.

VIl.3 Métodos

VI1.3.1 Tincién azul algodon lactofenol

FUNDAMENTO. El fenol es un fungicida que al estar combinado con el &cido lactico permite
la conservacion de las estructuras propias del hongo, las cuales son tefidas por el colorante
azul algodon (Bonifaz, 2010).

TECNICA. En un portaobjetos se colocé una gota pequefia del colorante azul algodén
lactofenol, sobre ésta se puso una impronta de los hongos a analizar tomada con una cinta
adhesiva transparente, cuidando de no generar burbujas. Posteriormente se tapd con un
cubreobjetos que se fijo con barniz transparente. Y se procedié a observar al microscopio

con un objetivo de 100X.

VII.3.2 Porcentaje de germinacion.

Se evaluo el porcentaje de germinacion, considerando como embrién germinado aquel en el

que la radicula alcanz6 2 mm.

VII.3.3 Acumulacion de peso humedo.

Se pesaron todos los embriones al final del tiempo de germinacion. Al valor obtenido se le
resto el que habia sido registrado inicialmente. Al dividir esa diferencia entre el nimero de
embriones y multiplicar por 100, se obtuvo el porcentaje de acumulacion de peso humedo por

embrién.




W Facultad de Quimica MATERIALES Y METODOS
UNAM

e —

VII.3.4 Extraccion de GA, auxinas y ABA

La extracciéon se realiz6 de acuerdo a la bibliografia (Pan, 2008) con las modificaciones
hechas por Luna-Loaiza (comunicacion personal), quedando el protocolo como sigue. Se
pulverizé 1 g de embriones con nitrégeno liquido en mortero. Después se afiadieron 6 mL de
1-propanol : H,O : HCI concentrado (2 : 1 : 0.002 v/v), se tomé la mezcla 'y se depositd en
tubos falcon de 15 mL, los cuales se agitaron por 30 min a 4°C. Concluido este tiempo se
agregaron 10 mL de CH,CIl, y se agitaron nuevamente 30 min a 4°C. Al término de este
tiempo se formaron dos fases divididas por una capa de tejido vegetal. Con una pipeta de
plastico se retir6 la fase superior junto con el material vegetal. Posteriormente, se centrifugo
el liquido restante a 13,000 rpm por 5 min a 4°C en una centrifuga Sorvall® RC5B.
Nuevamente se observaron las dos fases y una capa mas fina de material vegetal. Si alin se
observaba material vegetal se centrifugaba segun se mencioné anteriormente. Se tomo la
fase inferior (fase orgénica) y se depositd en viales color ambar que fueron almacenados a
-80°C. Se procedi6 a dejar a sequedad en un rotavapor IKA® RV10 C S99 a una temperatura
de 45°C, con una velocidad de 80 rpm, aproximadamente durante 15 min, y nuevamente se

almacen6 a -80°C.

VII.3.5 Determinacién de la concentracion de GAs e IAA por medio de HPLC.

FUNDAMENTO. ElI HPLC es una técnica de separacion en el que un pequefio volumen de
una muestra liquida, o fase movil, se desplaza sobre una columna llena de particulas de 3 a
5 micras de diametro, llamada fase estacionaria, con la presion que aplica una bomba. Los
compuestos que se unen débilmente a la fase estacionaria se moveran con rapidez y seran
detectados a la salida por un dispositivo de flujo (detector), aquellos compuestos que se unen
fuertemente requeriran mas tiempo antes de salir. Como resultado de ello se obtiene un

cromatograma que puede ser analizado de manera cuantitativa (Skoog, 2001).

TECNICA. Se solubilizé el concentrado de la muestra mencionado en el apartado VI1.3.4 en
900 pL de metanol y posteriormente se filtraron en MILLEX®-GV PVDF de 0.2 pum de
diametro para eliminar las impurezas que pudieran estar presentes. Se tomaron 200 pL de

esta solucion y se colocaron en un inserto que se adapta dentro del vial, se programo al
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equipo para que inyectara 20 pL de estos en una columna C;g Hibar® 150-4,6 Purospher®
STAR/RP-18 para realizar la separacion de los componentes y su deteccion. El equipo
utilizado fue un HPLC SHIMADZU® (Analytical and Measuring Instruments Division, Kyoto,
Japon) equipado con un detector UV-visible dual SPD-10A; un inyector automatico SIL-10AD
(VP); una bomba LC-10AT (VP); un horno para columna CTO-10A; un desgasificador
DGU14A y un sistema de control SCL-10A (VP) SHIMADZU® acoplado a un equipo de
computo. El control del equipo, el procesamiento y la manipulacion de los datos se realizo

utilizando el software LC solution.

Se corrié la muestra utilizando como fase movil una mezcla de acetonitrilo/H,O (24:76) con
un flujo constante de 1 mL/min. De cada tratamiento se realizaron tres réplicas, obteniéndose
en total tres cromatogramas en el cual se identificaron los picos de cada uno de los
compuestos tomando en cuenta su tiempo de retencion (ver tabla 3, condiciones
establecidas por Luna-Loaiza, comunicacién personal). Los cromatogramas obtenidos para

los estandares internos y algunas de las muestras se encuentran en el Apéndice 1.

Con los valores del area bajo la curva y la curva patrén para cada una de las hormonas se
obtuvo la concentracion de hormona en la muestra. La descripcion de los célculos que se

realizaron para obtener la concentracién de cada hormona se encuentran en el Apéndice 2.

Tabla 3. Tiempos de retencidn (tr) de GA, IAAy ABA

Hormona Espectro tr (@proximado)
GA 205 nm 10.75 min (10.5 - 11.5 min)
IAA 259 nm 8.8 min (8.75 — 9.25 min)
ABA 259 nm 3.9 min (3.8 - 4.1 min)
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VII.3.6 Determinacién de la concentracion de ABA por un ensayo de ELISA

competitivo.

FUNDAMENTO. Se utilizo el método de deteccion mediante anticuerpos monoclonales. El
ensayo para deteccion tiene unido al anticuerpo anti-ABA en el fondo del pozo de una
microplaca, al cual se le afiade la muestra y una solucion que contiene una cantidad
conocida de un rastreador, el cual esta compuesto del complejo ABA-fosfatasa alcalina. Una
vez que las dos soluciones entran en contacto con el anticuerpo tanto el ABA de la muestra
como el ABA-fosfatasa alcalina se unen a este. Se lava el pozo para eliminar lo no unido y se
afiade una solucion con el sustrato de la fosfatasa alcalina. Entre mayor cantidad de ABA en
la muestra menor actividad de fosfatasa alcalina, por lo que la intensidad del color amarillo
qgue presenta el pozo se encuentra relacionada de manera inversa con la concentracion de
ABA en la muestra (Niomero de catalogo: PDK 09347/0096 Agdia Incorporated, Elkhart,
Indiana, EU).

Preparacion del estandar. El kit contiene un estandar de ABA, a partir del cual se hacen
diluciones para tener 1000, 100, 20, 4, 0.8, 0.16, 0.032 y 0 pmoles de ABA/mL. De cada
solucion estandar se agregaron 100 ulL al pozo de la microplaca, posteriormente se
afiadieron 100 pL de la solucién rastreadora (ABA-fosfatasa alcalina) y se incubd a 4°C por 3
horas. Después se realizaron 3 lavados con Buffer PBST 1X (Amortiguador Fosfato Salino
con detergente Tween-20). Por ultimo se agregaron 200 uL de la solucion sustrato de PNP
(Purina nucledsido fosforilasa) y se incub6 1 h a 37°C. Se procedié a leer el valor de
absorbancia a 405 nm. Los calculos realizados se encuentran en el Apéndice 3.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 Crecimiento e interaccién entre Fusarium verticillioides y Trichoderma
asperellum.

Fusarium verticillioides se conoce que es un hongo necrétrofo que ataca al maiz. Se
presenta de manera sistémica en los granos, debido a que las hifas se esparcen en el
pericarpio célula a célula, colonizando filas de células y creciendo de arriba hacia debajo de
la semilla en un patrén radial que puede llevar al desarrollo de sintomas macroscopicos
(Duncan y Howard, 2010). Mientras que Trichoderma se ha descrito como un género de
hongos biétrofos que coloniza las raices. Dentro de los beneficios que provee Trichoderma
estan las sintesis de hormonas como las auxinas (Contreras-Cornejo et al., 2009), también
se ha descrito que el hongo brinda proteccion contra hongos patdégenos induciendo el
sistema inmune de la planta (Van Wees et al., 2008) o bien directamente interaccionando
con los hongos. Dentro de los mecanismos para combatir a los hongos se encuentran la
produccién de sustancias que inhiben el crecimiento de las hifas de varios hongos, o bien
tienen contacto fisico con las hifas y las parasitan o estrangulan y también reducen el
crecimiento de hongos al competir por los nutrientes (Choudhary et al., 2011; Parizi et al.,
2012).

Para observar el tipo de crecimiento que producian ambos hongos se sembraron, en el
centro de una caja Petri con PDA 1X, 10 pL de la suspension de 400 conidios de
Trichoderma o Fusarium/pL, una caja para Trichoderma y otra para Fusarium. Mientras que
en una tercera caja se colocaron 10 pL de conidios de Trichoderma y a 4 cm de esté 10 pL
de conidios de Fusarium (cultivo dual). Se mantuvieron las cajas en oscuridad a temperatura

ambiente durante seis dias, monitoreando el crecimiento cada dia (Figura 13).

Fusarium verticillioides creci6 como una colonia con numerosas hifas blancas, desde el
inicio aparece un pigmento naranja en la base de la colonia consecuencia de la formacién de
esporodoquios (Bonifaz, 2010) y a partir del quinto dia se torna purpura (conidios maduros),
el halo de crecimiento alcanzé, para el sexto dia, 6.3 cm de diametro. Por su parte,
Trichoderma asperellum crecié rapidamente, hifas blancas y finas en un principio y a partir
del cuarto dia se tornan de color verde oscuro, producto de la conidacién (Lopez et al., 2004).

Desde el dia 5 el halo de crecimiento ocupa todo el diametro de la caja Petri, 10 cm.
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Figura 13.- Crecimiento individual o en cultivo dual de Fusarium verticillioides y Trichoderma asperellum.
Se muestran los crecimientos de los hongos a lo largo de 6 dias en PDA 1X. Se agregaron 10 pL a una

concentracion de 4,000 conidios/pL en todos los casos.
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Se ha descrito al género Trichoderma como capaz de inhibir el crecimiento de ciertos
patdgenos, y en este caso al realizar el cultivo dual de T. asperellum y F. verticillioides se
observé una clara reduccién en el crecimiento de Fusarium (Figura 13). Debido a que
Trichoderma es un hongo de rapido crecimiento, compite eficientemente por el espacio y los
nutrientes. Por lo que la carencia de nutrientes es la causa comun de muerte de los

microorganismos cercanos a Trichoderma (Parizi et al., 2012).

Entre el crecimiento de ambos hongos hay una franja denominada “zona de interaccién”
donde el color blanco de T. asperellum se torna amarillo, color mas acentuado en el sexto dia

de crecimiento, mismo donde se observé que existian hifas de F. verticillioides.

Se tomaron improntas de la zona de interaccion, asi como de los hongos individuales, y se
tifieron con azul de algodén lactofenol, técnica especifica para tefiir hongos (Bonifaz, 2010).
Posteriormente se observaron al microscopio 6pticoy con el objetivo de 100X.

Las improntas de Fusarium verticillioides mostraron hifas tabicadas, asi como macroconidios
fusiformes de 3-5 septos en forma de luna creciente (Figura 14A) y microconidios solos o en
grupo (Figura 14B). Las improntas de Trichoderma asperellum muestran conidios
unicelulares y transparentes que pueden mantenerse agrupados. Las fialides, estructuras en

forma de botella, presentan grupos de conidios (Figura 14C-E).

En la zona de interaccion, se observo claramente que las hifas de Trichoderma asperellum
(las més delgadas) se enroscan varias veces alrededor de las hifas de Fusarium
verticillioides (Figura 14F-l). La obvia interaccion del enrollamiento de hifas es una de las
formas en las que Trichoderma colapsa o estrangula al hongo blanco, al patégeno (Parizi et
al., 2012).

Los resultados nos muestran las caracteristicas de ambos hongos y como Trichoderma
asperellum si es un hongo que interactia negativamente con el hongo Fusarium
verticillioides, por lo que los efectos que producirian en maiz serian distintos y nos permitirian

comparar los efectos hormonales producidos al colonizar a los embriones de maiz.
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Figura 14.- Fotografias microscépicas de los hongos Trichoderma asperellum vy
Fusarium verticillioides tefiidos con azul algodon lactofenol (100X). Las flechas indican
la presencia de: (A) Macroconidios y (B) microconidios de Fusarium verticillioides. (C)
Microconidios y (D, E) conidiéforos de Trichoderma asperellum. (F-1) Interaccion

microscopica entre Fusarium verticillioides y Trichoderma asperellum.
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VIII.2 Efectos fisiol6gicos de Fusarium verticillioides y Trichoderma asperellum sobre

los embriones de maiz.

Para determinar los cambios fisiolégicos que cada uno de los hongos producia en los
embriones de maiz, se infectaron 1 g de embriones con una suspension de conidios del
hongo. En el caso de Fusarium verticillioides se afiadieron a cada embrion 10 yL de una
suspension de 6000 conidios/uL, concentracién de embriones que en un estudio previo se
determin6 como Optima para producir sintomas en el embrién pero sin llegarlo a matar antes
de las 36 h de germinacién (Guzman-Chavez, 2010). En la Figura 15 se muestra el progreso
de la infeccion a diferentes tiempos de la germinacion (8, 12, 18, 24, 36 y 48 h) por duplicado

y un grupo control (grupo no infectado).

El micelio aéreo de color blanco, caracteristico de este género, comenzd a observarse a
partir de las 24 h de germinacién de los embriones con el hongo, sobre todo en los
embriones en los que la radicula no habia emergido. Los embriones comienzan a tonarse
café oscuro a las 8 h hasta alcanzar una coloracion morada a las 36 h, coloracion tipica del

hongo. A las 48 ya hay un abundante micelio aéreo.

La consistencia del tejido embrionario pierde su dureza a partir de las 36 h, pero se acentla
a las 48 h, ya que el embrién se deshace.

La longitud de la radicula y el porcentaje de germinacion se reducen a causa de la infecciéon
con Fusarium verticillioides a las 48 h. Aunque en casi todos los tiempos el porcentaje de
germinacién es menor con respecto al control, se observa que algunos embriones llegan a
llevar a cabo la elongacién de la radicula, alcanzando longitudes similares a las del grupo

gue no fue infectado con el hongo.
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Figura 15.- Efecto de Fusarium verticillioides en la germinacion y crecimiento radicular de embriones de

maiz. Cada una de las cajas Petri contuvo 1 g de embriones de maiz.
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Para la infeccion de los embriones con Trichoderma se tuvo que determinar cual era la
concentracion Optima para mantener a los embriones viables y germinando, concentracion
gue seguramente era diferente a la de Fusarium ya que su crecimiento es mas rapido que
esté Ultimo. Por lo que se germinaron embriones de maiz a 29°C en condiciones de
oscuridad, inoculados con 10 pL de una suspension de conidios de T. asperellum, probando
las concentraciones de 200, 400, 600, 800 y 1,000 conidios/pL. Se registré el efecto del

hongo sobre los embriones a las 24 y 48 h después de la inoculacion (Figura 16).

A las 24 h, los embriones inoculados con las concentraciones de 400 y 600 conidios/puL
tienen el mayor nimero de embriones germinados y la longitud de la radicula es mas grande
gue a otras concentraciones de T. asperellum. Ademas a las 48 h sé6lo en la concentracion
de 400 conidios/pL la radicula continda creciendo a pesar de la presencia del hongo (Figura
16).

Debido a estas observaciones y con el objetivo de encontrar los cambios hormonales en el
embrion de maiz una vez que se encuentra presente Trichoderma asperellum, se procedi6 a
utilizar la suspension con la concentracion de 400 conidios/uL. Se germin6 1 g de embriones
infectados con Trichoderma asperellum por 8, 12, 18, 24, 36 y 48 h (Figura 17). El micelio de
color blanco de Trichoderma asperellum se observa hasta las 48 h con ligeros tonos en

verde, esta tonalidad coincide con el cambio de color a amarillo del embrién.

La longitud de la radicula y el porcentaje de germinacién es similar entre los controles y los
inoculados con Trichoderma asperellum, excepto al tiempo de las 48 h en donde se reduce.
Una caracteristica de la radicula en los embriones germinados con Trichoderma asperellum

es que tiende a penetrar el agar.

La germinacion de la semilla es un proceso crucial en el ciclo de vida de las plantas, pues
determina su insercidn en el ecosistema agricola de manera natural, siendo la base para la
produccion de cultivos. Aungque se ha observado que hay algunos factores externos tal como
la temperatura, la exposicion a la luz o la infeccion de patdogenos que pueden modificar el

curso normal de inicio y termino de la germinacion (Wetbrecht et al., 2011).
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Figura 16.- Embriones de maiz inoculados a diferentes concentraciones de
Trichoderma asperellum. En la figura se muestran diez embriones que fueron inoculados
con 10 pL de una suspension de Trichoderma asperellum a diferentes concentraciones. Se

indica en la parte superior el tiempo de germinacion de los embriones de maiz.
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Figura 17.- Efecto de Trichoderma asperellum en la germinacion de embriones de maiz. Cada una de las

cajas Petri contuvo 1g de embriones de maiz.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La cuantificacion de los cambios en el porcentaje de germinacidén en presencia o ausencia de

los hongos nos evidencié que a pesar de la presencia de cualquiera de los hongos los

embriones alcanzaron entre 80 a 100% de germinacion y con perfiles similares (Figura 16).

Lo anterior es indicativo de que las concentraciones de conidios utilizadas en estos ensayos

permitiran observar las diferencias en la producciéon de hormonas entre los diferentes

tratamientos realizados.

Aungue similares en % de germinacion observamos que la infeccion con Fusarium

verticillioides disminuye ligeramente el porcentaje de germinacion respecto al control.

Mientras que los embriones germinados con Trichoderma asperellum no modifican el

porcentaje de germinacion, excepto al tiempo de 48 h en el que es ligeramente menor que

los embriones sin infectar (Figura 18).
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Figura 18.- Porcentaje de germinacién de embriones de maiz tratados con Fusarium

verticillioides y Trichoderma asperellum. Datos expresados como medias + desviacion

estandar por duplicado de 1 g de embriones cada una.
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Para determinar en qué fase de la germinacién ocurrian los cambios en el contenido de
hormonas, se determiné la curva de acumulacion de peso humedo (Figura 19). La ganancia
de toma de agua de los embriones de maiz describe las 3 fases caracteristicas observadas

en semillas (Bewley y Black, 1995; Bove et al., 2001).

De las 0 a las 8 h la toma de agua es alta y se debe principalmente a la hidratacion de los
componentes celulares (Manz et al., 2005). La fase Il o estacionaria la encontramos en los
embriones alrededor de las 8 a las 36 h de germinacion, la ganancia de agua es menor ya
que el tejido sigue tomando agua pero ahora de una manera mas controlada, se ha sugerido
gue en esta fase las acuaporinas participan activamente transportando agua (Wetbrecht et
al., 2011). Después de la salida de la radicula ocurre una toma de agua acelerada (después
de las 36 h), la cual converge con el tiempo en el que la radicula se elonga y aparece el
coleoptilo esta es la fase Ill y corresponde al estadio post-germinativo (Bove et al., 2001;
Wetbrecht et al., 2011).
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Figura 19.- Acumulacién de peso humedo de los embriones de maiz germinados en
presencia de Trichoderma asperellum y Fusarium verticillioides. Se indican las tres

fases de la germinacion. Datos expresados en medias + desviacion estandar, n=2.
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En cuanto a la acumulacién de peso humedo por el embrién infectado con cualquiera de los
hongos se modificé solamente durante la Fase lll, a las 36 h la diferencia entre los embriones
infectados con Trichoderma asperellum y sin infectar es del 4%, mientras que los embriones
infectados con Fusarium verticillioides acumulan 6% menos agua que los embriones no

infectados.

VIII.3 Deteccion de los cambios hormonales producidos por la interaccion de Fusarium

verticillioides o Trichoderma asperellum y los embriones de maiz.

De manera natural las semillas denominadas ortodoxas? contienen un contenido de ABA alto
qgue le permite mantenerse por un tiempo prolongado en el almacén y no germinar. Cuando
la semilla se hidrata comienza el proceso germinativo y comienza la degradacion de ABA y
ademas se activa la sintesis de GAgs, la hormona antagonista, ambos sucesos se reconoce
gue son necesarios para que la germinacion proceda (Footitt et al., 2011; Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006).

Al analizar el contenido de ABA en los embriones, se encontré que efectivamente conforme
transcurre la germinacion el nivel de ABA disminuye (Figura 20). Sin embargo, la infeccion de
los embriones con Fusarium verticillioides reduce escasamente su contenido (de 14 pmoles/g
a 7.8 pmoles/g, a las 0 y 48 h, respectivamente). Contrario a lo que ocurre con la infeccion
con Trichoderma asperellum que muestra un perfil similar de disminucién en el contenido de
ABA al avanzar el tiempo de germinacion alcanzando un nivel aln menor que los

encontrados en los embriones sin infectar (Figura 18).

Se ha documentado que Trichoderma es un hongo que no sintetiza y que tampoco induce la
sintesis de ABA por la planta, y con los resultados de este trabajo mostramos que tampoco
interfiere en su degradacién, ya que se reduce el nivel de ABA conforme transcurre el tiempo

de germinacién de manera muy similar a los embriones sin infectar (Sofo et al., 2011).

?Semillas ortodoxas: son semillas susceptibles de almacenarse por largos periodos de tiempo, pasan por una
etapa de deshidratacién y de completa inhibicién del metabolismo, por lo cual su tasa respiratoria es minima.
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Mientras que Fusarium verticillioides parece interferir en su degradacion ya que la
concentracion de ABA se mantiene a niveles altos y por todo el periodo analizado. Sin
embargo, no podemos descartar que también se esté sintetizando y lo que detectamos sea el
balance entre la sintesis y la degradacion. La degradacién de ABA se lleva a cabo a traves
de la actividad de la ABA 8'-hidroxilasa, enzima que se sintetiza al colocar en agua a la
semilla, el estrés oxidativo generado en forma de peroxido esta relacionado con su sintesis.
La expresion del gen de la ABA 8’-hidroxilasa podria ser un blanco de los elicitores de
Fusarium verticillioides, disminuir su sintesis para inducir la permanencia de ABA, ya que el

hongo es incapaz de sintetizar ABA (Robert-Seilaniantz et al., 2011).
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Figura 20.- Comparacion en el contenido de ABA de embriones de maiz inoculados
con Trichoderma asperellum y Fusarium verticillioides. La concentracion de ABA se
obtuvo de la deteccion mediante anticuerpos monoclonales descrita en Materiales y métodos.
El grupo control se refiere a los embriones que no fueron inoculados. Se adicionaron 10pL
de una suspension de 400 conidios de Trichoderma asperellum/uL o 10 ul de una suspensiéon
una suspension de 6000 conidios de Fusarium verticillioides /uL. Datos expresados en

medias * desviacion estandar, n=2.
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El papel de ABA durante la patogénesis es controversial ya que aunque algunos autores han
determinado que altas concentraciones de ABA aumentan las defensas de la planta contra
patdgenos. Otros autores, han encontrado que ABA hace mas susceptible a la planta de
enfermarse (Bari y Jones, 2009; Berrocal-Lobo y Molina, 2008). En los embriones de maiz
parece no ayudar ya que el embridn se reblandece y al final muere.

VIIl.4 Concentracion de GA3

Se encontré que conforme avanza la germinacion hay un incremento en los niveles de GA en
los embriones (Figura 21). Resultado esperado, ya al aumentar GA promueve el avance de la
germinacion (Footitt et al., 2011; Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006).

Por su parte, la infeccion de los embriones con los hongos produjo un perfil similar de
aumento de giberélico y con un méaximo a las 36 h, aunque el contenido de giberélico
alcanzado en los embriones infectados fue mayor. Los niveles de giberélico en los embriones
germinados con Trichoderma asperellum son similares hasta las 18 h de germinacion, a las
24 h es cerca de 2 veces mas que en los embriones control, y a las 36 h el nivel de GA en los

embriones con Trichoderma asperellum sigue alto, 1.7 veces mas que los embriones control.

Por su parte Fusarium verticillioides mantiene un perfil similar de GA en los embriones sin
hongo hasta las 12 h de germinacion, pero a las 24 h es 3 veces mas alto que los embriones
control y continua aumentando a las 36 h, después hay una caida en el contenido de

giberélico hasta ser menor que en los embriones control.

En la fase reproductiva sexual o teleomorfo de Fusarium verticillioides el hongo es llamado
Gibberella moniliforme, hongo que principalmente ataca a maiz, pero también al arroz y la
cafia de azucar. Los miembros de esta especie producen una gran variedad de micotoxinas y
otros metabolitos secundarios como las moliniforminas, acido fusarico, beauvericina,
fumonisinas, bikaverina y GA (Desjardins, 2003). Lo anterior explica el aumento en el
contenido de GA al infectar al embridon con Fusarium verticillioides, el hongo se encuentra en

otra fase y produce GA.
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En el caso de Trichoderma no se tienen reportes de que sintetice giberélico, pero si de que
induce la sintesis de GA en la célula vegetal, aunque el mecanismo no se ha dilucidado (Sofo
et al., 2011).

El papel de GA en la semilla es estimular el crecimiento. Mutantes que sobreexpresan a la
enzima clave en la sintesis de GA, la GA200x en Arabidopsis produjo plantas con elevadas
concentraciones de GAs bioactivas, con efectos en varios aspectos del desarrollo, como son
reduccion de la dormancia, hipocotilos largos, hojas verde palido y floraciéon temprana
(Hedden y Phillips, 2000). En la patogénesis las GA se han relacionado con influir
positivamente en la via del acido salicilico y promover la resistencia a microorganismos
biétrofos y la sensibilidad a organismos necrétrofos. Fusarium es un microorganismo
necrotrofo por lo que el aumento de GA no promoveria la resistencia de la planta, sino mas

bien su susceptibilidad (Robert-Seilaniantz et al., 2007).
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Figura 21.- Niveles de GAz en embriones de maiz germinados en ausencia y presencia
de Fusarium y Trichoderma. La determinacion de los niveles de ABA se realiz6 mediante
la técnica de HPLC, los cromatogramas obtenidos tanto de las muestras como del estandar
se encuentran en el apéndice. Datos expresados en medias + desviacion estandar, n=6. Se
realizd la determinacion en dos lotes de 1g de embriones germinados cada uno, y la

deteccion en HPLC de cada lote se hizo por triplicado.
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VIII.5 Concentraciéon de IAA

Durante la germinacion, el crecimiento de la radicula es una consecuencia de la elongacion
celular, relacionada con el contenido de IAA (Teale et al., 2006). El perfil de contenido de
IAA en los embriones de maiz es complejo con una tendencia a reducir su contenido
conforme avanza la germinacion, excepto que a las 12 h se presenta un aumento (Figura
22). Cabe mencionar que es a ese tiempo en donde se empieza a observar la salida de la
radicula en algunos de los embriones y es posible que el aumento en IAA aunado a la
reduccion de ABA y el comienzo en el incremento en el nivel de GA sean pre-requisito para

continuar con la elongacion radicular y/o promover que los embriones germinen.

En cuanto a los niveles de IAA en los embriones germinados con Trichoderma y Fusarium
durante la germinacién también son complejos pero distintos a los embriones sin infectar.
Con el hongo patdgeno, los niveles de IAA en los embriones comienzan a declinar a las 8 h
pero después se incrementan alcanzando niveles superiores a los encontrados en los
embriones sin hongo, si bien después de las 24 se reducen hasta llegar a niveles no

detectables.

En cuanto a Trichoderma asperellum, se observa que hay un aumento en la sintesis de
auxinas al inicio de la germinacion. Se conoce que Trichoderma es un hongo que induce la
sintesis en las plantas por lo que el resultado era esperado (Contreras-Cornejo et al., 2009;
Hermosa et al., 2012). A pesar de que en algunos tiempos comienza a disminuir el nivel de
IAA, los niveles nunca alcanzan a ser menores a los encontrados en los embriones sin

hongo.

Contrario a las GA, las auxinas se ha propuesto que interaccionan positivamente con las vias
de transduccion de sefial dependientes de JA/ET promoviendo la resistencia a hongos
necrotrofos (Robert-Seilaniantz et al., 2007). Por lo que si Trichoderma se ha propuesto
como un hongo biocontrol, el que encontremos que estimula un nivel alto de auxinas podria

aumentar sus defensas contra cualquier ataque posterior.
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Figura 22.- Curva de concentracion de IAA. Se muestran las curvas resultantes de la
concentracion de IAA para los embriones de maiz que fueron infectados con Fusarium
verticillioides, inoculados con Trichoderma asperellum o que no tuvieron ninguna interacciéon

(grupo control). Datos expresados en medias + desviacidon estandar, n=6.

VIII.6 La modificaciéon en los niveles hormonales de ABA, GA e IAA indican si los
embriones estan frente al atague de un patégeno o bien alertas para una nueva

infeccién.

Los cambios hormonales debidos a los dos hongos estudiados fueron diferentes (Figuras 23
y 24). Fusarium verticillioides mantuvo niveles altos de ABA y de GA, y si bien aumento los
niveles de auxinas se encuentra retrasado en tiempo con relacion tanto a los embriones sin
infectar (Figura 23), asi como con los de Trichoderma asperellum. EI mantenimiento de un
indice alto de ABA/GA en el embrion puede significar una disminucion en los eventos
germinativos promovidos por el hongo. Ademas el que también encontremos altos indices de

ABA/GA en tiempos previos al aumento de auxinas, hormona que se conoce que promueve
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la elongacion celular a través de relajar las interacciones en la pared celular, podrian
propiciar el continuo avance del hongo a través de las paredes celulares de un embrién con
poca actividad metabdlica interna. Eventos que serian necesarios para que el hongo continde
colonizando y al final sea exitoso llevando al progreso de la infeccion y la muerte del

embrioén.
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Figura 23. Efecto de Fusarium verticillioides en los niveles de ABA, IAA y GAs. Las
curvas se construyeron a partir de los datos de las Figuras 18-20. Se obtuvo el indice entre el
contenido de hormonas de los embriones en presencia de Fusarium entre el contenido de
hormonas de los embriones sin hongo a los diferentes tiempos de germinacion de los

embriones.

Mientras que Trichoderma permite que los eventos de degradacion de ABA continden e
incluso promueve una mayor reduccion, entonces esto llevaria a un buen indice (bajo) de
ABA/GA, promotor de la germinacion (Figura 24). En cuanto al contenido de GA,
Trichoderma asperellum al igual que Fusarium verticillioides, no afecto el contenido de GA al

inicio de la germinacion entre las 12 y 18 h, sin embargo promovieron la sintesis de mas GA,
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llevando, en el caso de Trichoderma asperellum, a alcanzar 2 veces mas hormona a las 18 h,
mientras que con Fusarium verticillioides fue de 3 veces a las 12 h. En relacion al nivel de
IAA en los embriones, Trichoderma asperellum indujo el aumento en su contenido desde el
inicio de la germinacién. IAA se conoce que puede favorecer el proceso de elongacion de la
semilla, por lo que su aparicion temprana podria promover que la radicula emerja mas
prontamente y, aunque esto no ocurrio, se observo la aparicion temprana del coléctalo y la
inmersion de la radicula en el agar, por lo que en general el aumento en IAA promovio el
establecimiento de la planta. Es posible que este fendmeno ayude a que evada la infeccion a
otros hongos debido a que ya estd mas préximo a un estadio con capacidad fotosintética y el
aporte de nutrimentos a expensas de sus reservas se reduce y por tanto podria hacer frente

a algunos microorganismos por un tiempo mayor.

3.00 -

£ 250 ——ABA
° _ —=8—-GA
o 2
o< IAA
© 9 2.00 -
= c
£9
S5 1
c € 150 - 1 T
Qo T
'E % r T J' L

©
()
c S 1.00 i
o £ a
(U —_

o
ST
S
5 0.50 -
T

0-00 T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tiempo de germinacion (h)

Figura 24. Efecto de Trichoderma asperellum en los niveles de ABA, IAA y GAs. Las
curvas se construyeron a partir de los datos de las Figuras 18-20. Se obtuvo el indice entre el
contenido de hormonas de los embriones en presencia de Fusarium verticillioides entre el
contenido de hormonas de los embriones sin hongo a los diferentes tiempos de germinacion

de los embriones.
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Este es el primer trabajo que se realiza en la determinacién de los niveles de hormonas no

directamente relacionadas con la defensa en maiz y que muestra como dos hongos con

diferente forma de vida cambian el perfil hormonal. Por lo que, en vista de que el perfil

hormonal de los embriones en presencia de los dos hongos es distinto, sugiere que es

factible que el balance no sélo de las hormonas que han sido implicadas en la defensa estén

funcionando solas para defender a la planta, sino que la red de interacciones con las sefiales

normales (hormonas) que regulan el desarrollo de la planta pueden influenciar la capacidad y

la estrategia de defensa (Tabla 4).

Tabla 4. Resumen de resultados.

Estado Germinacién Sltuacmn_ en Ia Fotografia 48 h
seco post-germinacion
ABA
T [ABA] | [ABA]
— | [GA]
o 1 [GA] Desarrollo natural del
€ T [IAA] > ’
o | ABA/GA embrion de maiz.
O | 1 ABA/IGA
L [IAA]
11 [ABA] Establecimiento del
0
£ 11 [GA] hongo patégeno,
>
E é 116 progresion de la
0 o
2 E sin cambio ABA/GA | enfermedad y muerte
(]
= L [IAA] del embrién de maiz.
© ABA
£ E +ABA Promocion de la
T = T1I[GA] : -
=N salida del coleoptilo y
2o | ABA/GA _
o2 radicula del embrién.
=K 11 IAA]
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IX. CONCLUSIONES

Los hongos Fusarium verticillioides y Trichoderma asperellum influyeron de manera

distinta en los niveles hormonales de los embriones a lo largo de la germinacion.

El hongo Fusarium verticillioides mantuvo los niveles de ABA altos, incrementé los

niveles de GA y retraso el aumento en el nivel de IAA.

Mientras que el hongo Trichoderma asperellum no modific6 los perfiles de
degradacion de ABA y el aumento de GA en los embriones, aunque en este ultimo
alcanzo valores mayores, si cambié el perfil de aparicién de auxinas, ya que mantuvo

siempre niveles altos.

Adicionalmente, el hongo Trichoderma asperellum fue capaz de interaccionar

negativamente con Fusarium verticillioides, es decir, inhibié su crecimiento.

Lo anterior podria explicar porqué el hongo Trichoderma asperellum ha sido propuesto
como un hongo biocontrol de microorganismos patogenos, y benéfico para el

crecimiento de plantas.

El hongo Fusarium verticillioides mantuvo un indice alto ABA/GA reduciendo la
capacidad de germinar del embrion, pero permitié6 el aumento de auxinas lo que le
favoreci6 como mecanismo para continuar invadiendo al embrion al relajar sus

paredes celulares.

Por su parte el hongo Trichoderma asperellum, mantuvo el indice adecuado de
ABA/GA para poder germinar y conservé desde tiempos muy tempranos un alto nivel
de auxinas, el cual promovio el crecimiento de todo el embridn, radiculas y coledptilos,
permitiéndole establecerse antes; por lo que el hongo Trichoderma asperellum fue

favorable para la germinacion y el crecimiento de los embriones de maiz.
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X. PERSPECTIVAS

Determinar si la presencia de Trichoderma asperellum favorece el crecimiento de la
plantas de maiz y la hace mas fuerte ante diferentes tipos de estrés. Germinando
semillas con Trichoderma asperellum y dejando que siga su crecimiento hasta planta,
y midiendo a diferentes tiempos los cambios en la longitud del tallo, hojas, efecto de

diferentes tipos de estrés (salino, hidrico, patdégenos) en la planta.

Promover la germinacion de embriones y el crecimiento de plantulas de maiz en
presencia de Trichoderma asperellum y enfrentarlas a un hongo como Fusarium
verticillioides para observar si efectivamente Trichoderma asperellum induce las
defensas de la planta y le permite sobrevivir contra el ataque a Fusarium verticillioides

por mas tiempo.

Determinar si la persistencia en el nivel alto de ABA esta favoreciendo la infeccion por
Fusarium verticillioides. Se podrian asperjar embriones o plantulas de maiz con ABA 'y
determinar si la enfermedad aparece a tiempos mas cortos. O bien, utilizar plantulas
gue no sinteticen ABA y determinar si Fusarium verticillioides no es capaz de producir

la enfermedad.
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XI. APENDICES

Apéndice 1. Cromatogramas obtenidos para la cuantificacion de las hormonas GA;z y
IAA.

Se muestran los cromatogramas obtenidos de muestras corridas con estandar interno y solo
se presentan los resultados obtenidos a las 8 h de germinacién en ausencia y presencia de
los hongos Trichoderma asperellum 6 Fusarium verticillioides.
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Cromatograma 12. 8h Fusarium verticillioides. IAA. Segundo duplicado.
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Cromatograma 13. 8h Trichoderma asperellum. IAA. Primer duplicado.
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Cromatograma 14. 8h Trichoderma asperellum. IAA. Segundo duplicado.
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Apéndice 2: Calculo del contenido de hormona por g tejido

Para calcular el contenido de hormona por gramo de tejido fresco, se llevaron a cabo los
siguientes pasos:

1. Se obtuvo el valor del ABC (Area Bajo la Curva) para GAsz o IAA en cada tratamiento y
tiempo de germinacion de los cromatogramas obtenidos usando el software LC Solution.

2. Se obtuvo la ecuacion de la recta de las curvas patréon realizadas por Luna-Loaiza
(comunicacion personal) (Figuras 25y 26).

3. Se obtuvo la cantidad de GAg3 utilizando la siguientes férmula:

(ABC — 18314) . 0.5
GA3 (ug) 23598 '

g tejido fresco  cantidad de tejido fresco

Donde ABC es el Area bajo la curva
0.5 es la cantidad de extracto
23598 es la pendiente de la curva patron

4. 4. Se obtuvo la cantidad de IAA utilizando la siguiente formula:
(ABC + 75758)

I1AA (ng) 247.02
g tejido fresco  cantidad de tejido fresco

* 0.5

Donde ABC es el Area bajo la curva
0.5 es la cantidad de extracto
247.02 es la pendiente de la curva patrén
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Figura 25. Curva patrén de GAs. Luna-Loaiza (comunicacién personal).

3000000

2500000

2000000

1500000

ABC

1000000

y =247.02x - 72758
R2=0.996

500000

2000 4000 6000 8000 10000 12000

o e

Concentracion (ng/mL)

Figura 26. Curva patron de IAA. Luna-Loaiza (comunicacion personal).
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Apéndice 3: Curva estandar de ABA y calculos para determinar el contenido de
hormona/ g tejido

1. Se realizé la deteccion de ABA mediante un kit que utiliza anticuerpos monoclonales
(Phytodetek® ABA Test Kit).
2. Después se calculo el % de union de la muestra o estandar al anticuerpo.

., (Media D.0.—D.0.UNE)
%Union = D 0B —D.O.UNE + 100
.0.B, .0.

Donde:

D.0. = Densidad Optica ¢ valor de Absorbancia

UNE = Unién no especifica = 0% Union = 1000 pmoles/mL [ABA]
Bo=100% Unién = 0 pmoles/mL [ABA]

3. Con el valor de % Union se obtiene el valor de Logit, con la siguiente ecuacion:

[ %Union
100 — (%Union)

Logit = Ln

Donde:
Ln = logaritmo natural

4. Para determinar el contenido de hormona en la muestra Se realizé una gréfica
teniendo en el eje de las ordenadas el valor obtenido de Logit para las soluciones
estandar y en el eje de las abscisas el logaritmo natural de la concentracion de ABA
en el estandar (figura 27).
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Figura 27. Curva patron de ABA. Curva patrén de ABA obtenida mediante la union de éste
a anticuerpos monoclonales segun Phytodetek® ABA Test Kit.

5. Tomando en cuenta la ecuacion de la recta, sustituyendo el valor de Logit obtenido
previamente y tomando en cuenta que la cantidad de extracto fue de 0.5 mL, se
obtiene la concentracibn de ABA en la muestra tomando en cuenta la siguiente
ecuacion:

ABA (pmoles) e[(logit—1.1618)/—0.957] 0.5
g tejido fresco cantidad de tejido fresco

Donde e es el valor de la constante e
0.5 es la cantidad de extracto
-0.957 es la pendiente de la curva patrén
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