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RESUMEN

Varios miembros del género Trichoderma son promotores del crecimiento vegetal
ademas de ser un hongo biocontrol de patégenos. Los efectos benéficos de este
género en el crecimiento de las plantas se ha propuesto que se debe a la sintesis
de hormonas como las auxinas. Sin embargo, especies de Trichoderma como T.
asperellum con baja sintesis de ellas, aun promueven el crecimiento de la planta.
La actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica (MP), una enzima
que participa en el proceso de elongacion celular, se activa durante la interaccion
de T. asperellum con la planta y también al estar en contacto con el exudado del
hongo. Por lo que el objetivo de este trabajo fue fraccionar el exudado del hongo
con solventes de diferente polaridad para encontrar las moléculas que pudieran
estar involucradas en la activacion de la ATPasa de H* de MP y por tanto también
en la promocion del crecimiento de la planta de maiz.

Se obtuvieron tres fracciones del exudado de T. asperellum: hexano, acetato de
etilo y acuosa. Las tres fracciones fueron empleadas para determinar la actividad
total de hidrélisis de ATP por la ATPasa H* de la MP. La fracciébn de hexano
incremento hasta en un 56 % la actividad de hidrélisis de ATP de la ATPasa de H*
de la MP, por lo que es probable que tenga una mayor proporcién en compuestos
gue tienen un efecto en la capacidad de incidir sobre el crecimiento vegetal. La
fraccidn acuosa incrementd la actividad de la ATPasa de H* aunque en menor
porcentaje comparandola con la fraccion de hexano. De manera opuesta, la
fraccion de acetato de etilo redujo la actividad de ATPasa total y de MP a ciertas
concentraciones. Adicionalmente, las tres fracciones fueron analizadas mediante
DSA-HR-APCI-MS para determinar la presencia de compuestos promotores del
crecimiento, encontrandose varios de importancia, como el 6-pentil-2H-piran-2-ona
0 6PP que se encontré en las tres fracciones, mientras que en la fraccion de
hexano y la de acetato de etilo (EtOAc) se encontraron las coningininas A 'y C, por
altimo, en la fraccion de acetato de etilo se detectd el compuesto harzianolida. El
ensayo realizado con 6PP puro, no tuvo efecto en la actividad de la ATPasa H* de
MP, por lo que es probable que otras moléculas presentes en las fracciones sean
las responsables de la activacion de la enzima.

Las fracciones afectaron el crecimiento de las plantas de maiz de manera similar
al efecto que produjeron sobre la ATPasa H* de la MP, 5 ug de la fraccion de
hexano produjo un mayor incremento en la longitud del coleoptilo, las raices y el
namero de raices. Respecto al 6PP se observé que mejora el crecimiento del
coleoptilo y la aparicion de raices adventicias, pero no se observa efecto sobre
longitud de la raiz primaria. Por lo que sera necesario probar otros metabolitos
identificados en este trabajo, debido a que algunos se han descrito como
promotores del crecimiento vegetal, aunque de otros se desconoce su funcién.

v



INTRODUCCION
Trichoderma hongo biocontrol de patégenos

La primera descripcion del género Trichoderma data de 1794. Para 1865, se
sugirié un vinculo con el estado sexual de la especie de hongo Hypocrea. En la
actualidad su género comprende a mas de 100 especies definidas
filogenéticamente (Schuster y Schmoll 2010). La base de datos Index Fungorum

(http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp) contiene un registro de 359

especies del género Trichoderma. La clasificacion taxondémica del género
Trichoderma es:
Divisién: Fungi
Subdivisién: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae

Género: Trichoderma

Los hongos del género Trichoderma son ascomicetos, se caracterizan por una
esporulaciéon y una ramificacion alta con estructuras tipo conidiéforo, hifa
especializada o prolongacion del tallo que soporta a los conidios. También
presenta fialide, considerada también como esterigma, que es una pequefa
ramificacion o estructura hifal conidiogénica, por lo regular esta unida al
conidioforo; de ésta nacen los fialoconidios. Por su funcién tiene un micelio
reproductivo 0 aéreo que se encarga de soportar las estructuras y formas de

reproduccion (Schuster y Schmoll 2010; Bonifaz, 2012).

Las especies del género producen una amplia gama de pigmentos que van del

amarillo verdoso brillante al rojo (Schuster y Schmoll 2010), aunque algunos

1
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también son incoloros. Ademas, la pigmentacion conidial varia de incolora a varios
tonos verdes y, a veces también gris o0 marrdn. Para su crecimiento necesitan
como fuente de carbono: glucosa, sacarosa o maltosa; y como fuente de
nitrogeno: proteinas o sales de nitrégeno. También precisan de los iones
inorganicos como potasio, fésforo, magnesio, hierro, cobre, zinc y molibdeno.
Pueden sintetizar vitaminas, aunque hay especies que llegan a ser deficientes en
éstas y requieren tomarlas del medio externo, sobre todo la tiamina y biotina.
Tienen la capacidad para almacenar acidos grasos, acilgliceroles y glucégeno en
las vacuolas (Sunil y Siu 2014; Bonifaz, 2012).

Se ha demostrado que la mayoria de las especies de Trichoderma son benéficas.
En vida libre los miembros del género Trichoderma son colonizadores de
materiales celuldsicos y se encuentran como saprofitos dispersados en el suelo,
aunque Vvarias especies son endofitos de plantas, colonizando las raices
(Schustery y Schmoll, 2010). Pueden encontrarse en una gran variedad de nichos,
por ejemplo, en regiones con material vegetal en descomposicién, por lo que
tienen presencia en la mayor parte del mundo (Kubicek et al. Genome Biology
2011; Kubicek y Druzhinina 2005).

El género Trichoderma posee mecanismos de defensa quimicos y enzimaticos
que lo hacen un hongo micoparasito, antagonista y un agente de biocontrol de
patogenos eficiente (Vinale et al, 2005; Schustery y Schmoll, 2010). Algunas
especies del género Trichoderma se emplean con éxito para el control biologico de
microorganismos, en particular como biofungicidas en el suelo, lo anterior debido a

que posee mecanismos antagonicos tales como:

A) Eficiente competencia por espacio y nutrientes con otros
microorganismos. Se considera al género Trichoderma como
colonizadores exitosos de sus habitats, debido a que presenta un
crecimiento acelerado y a su capacidad de degradar eficientemente una
gran variedad de sustratos disponibles, por su capacidad para vivir como

saprofitos (Schuster y Schmoll, 2010).



B)

Antibiosis. Varias especies de Trichoderma son prolificos productores de
una gran diversidad de metabolitos secundarios (MS), los que permiten la
sobrevivencia del hongo en diferentes nichos ecoldgicos (Hermosa et al.,
2014), algunos de ellos producen compuestos con actividad herbicida,
actuando contra las malezas como es el caso del viridiol, ademas de ser
efectivos bactericidas, fungicidas y reguladores del crecimiento, entre
otros (Tabla 1 y Anexo A) (Howell, 2006).

Varios de los MS mas estudiados son peptaiboles, policétidos, piranonas,
terpenos y compuestos similares a la dicetopiperazina (Hermosa et al.,
2014), que no solo contribuyen significativamente a la sefalizacion, sino
que también interactian con otros organismos de diversas maneras
(Keswani et al., 2013). Algunos de estos compuestos son capaces de
restringir el crecimiento de los hongos patégenos, mediante diferentes
mecanismos como la inactivacion de enzimas de patdégenos (Zeilinger et
al., 2016), o actuando en combinacion con enzimas degradadoras de la
pared celular de Trichoderma, actuando como patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) y como compuestos tipo auxina
(fitohormona) a bajas concentraciones (Hermosa et. al, 2014), lo que
detiene el avance de dichos patdgenos y favorece el crecimiento de la

planta.

En algunos casos se induce la apoptosis por el mecanismo de los
peptaiboles (familia de péptidos antibidticos). Estos actian sobre la
membrana del hongo objetivo para inhibir las enzimas asociadas a la
membrana implicadas en la sintesis de la pared celular, aunque algunas
otras tienen efectos distintos. Por ejemplo, la alameticina es un peptaibol
de 20 residuos de T. viridae que induce la biosintesis de dos fitohormonas,
el acido jasmonico (JA) y el acido salicilico (SA) en el frijol lima, ambas

inducen la respuesta de defensa de la planta (Hermosa et al., 2014).



Tabla 1. Lista de algunos metabolitos secundarios producidos por diferentes

especies del género Trichoderma y su actividad biol6gica demostrada.

Metabolitos
secundarios

Tricorzinas HA, MA'y
PA

Tricovirinas Il

Viridiofunginas

Tricotoxina

Tricocindinas
Tricostromaticinas

Conigninas

Triconingina

Harzianina HBI
Tricofumina Ay B
Tricopolinas

Alameticina

Harzianolida

Especie que lo
produce

Trichoderma
harzianum

Trichoderma
harzianum, T.
viride

Trichoderma spp.

Trichoderma
asperellum

Trichoderma
harzianum

Trichoderma
stromaticum

Trichoderma spp.

Trichoderma
strigosum,
Trichoderma
koningii
Trichoderma
harzianum,

Trichoderma spp.

Trichoderma
polysporum

Trichoderma
hamatum, H.
atroviridis y
Trichoderma
brevicompactum

Trichoderma spp.

Actividad Biologica

PETAIBOLES
Antiflngicas, antibacterianas y
anticancerigenas, inhiben las
enzimas asociadas a la membrana
implicadas en la sintesis de la pared
celular, inhibiendo crecimiento de
patdgenos, actividad -glucano
sintasa en membranas plasmaticas,
apoptosis
Potencial compuesto
anticancerigeno, bactericida

Actividad antifungica

Actividad antifingica
Actividad antifungica

Antifngico, regulador del
crecimiento de la planta

Antifingico de amplio espectro,
inductor de defensa de plantas

Actividad antifungica
Actividad antifungica
Actividad antifungica

Biosintesis de &cido jasménico (JA) y

acido salicilico (SA), induce sefiales

eléctricas de resistencia y respuestas
tipo defensa en plantas

Antifungico, promotor del crecimiento
de las plantas

PIRONAS

4

Referencias

Hermosa et al.,
2014

Hermosa et al.,
2014

Hermosa et al. 2014

Degenkolb et al.,
2006; Neuhof et al.,
2007; Hermosa et
al., 2014.

Hermosa et al. 2014

Hermosa et, al.
2014

Cutler et al., 1991;
Keswani et al., 2014

Hermosa et al.,
2014

Hermosa et al.,
2014

Hermosa et al.,
2014

Hermosa et al.,
2014

Hermosa et al.,
2014

Hermosa et al.,
2014



6-pentil-2H-piran-2-
ona

6-pent-1-enil-alfa-

Trichoderma spp.

Trichoderma spp.

Aroma a coco y propiedades
inhibitorias contra hongos
fitopatégenos
Promotor del crecimiento vegetal
Actividad antifungica

Hermosa et al.,
2014

Hermosa et al.,

pirona 2014
Massoilactona Trichoderma spp. Actividad antifungica Hermosa et al.,
2014
d-decanolactona Trichoderma spp. Saborizante, Ahluwalia V. et al
actividad antiflingica 2014
Viridepiranona Trichoderma spp. Actividad antagonista Hermosa et al.,
2014
TERPENOS
Ergoconis Trichoderma spp. Actividad antifungica Hermosa et al.,
2014
Viridina Trichoderma spp. Compuesto antimicético de amplio Brian y McGowan
espectro, antineoplasico, 1945; Dodge et al.,
antiaterosclerosis 1995; Keswani et
al., 2014
Sakuno et al., 2000;
Bactericida, Heraux et al., 2005;
Viridiol Trichoderma spp. actividad antifingica Keswani et al.,
2014,
Ergosterol T. polysporum Funcién estructural de las Hermosa et al.,
membranas 2014
Ubiquinonas Trichoderma spp. Biosintesis Hermosa et, al.
2014
Dolicoles Trichoderma spp. Transportador Hermosa et, al.
2014
Harziandiona Trichoderma spp. Actividad antifungica Hermosa et al.,
2014
Sesquiterpenos Trichoderma spp. Actividad antimicrobiana Hermosa et al.,
2014
Tricotecenos T. Capacidad antifingica e inducir la Hermosa et al.,
brevicompactum,  expresién de genes relacionados con 2014

T. arundinaceum la defensa

C) Micoparasitismo. Algunas especies del género Trichoderma tienen la
capacidad de emplear un mecanismo de accibn donde el agente

biocontrol (Trichoderma) reconoce al patdgeno, se enrolla en las hifas y



las estrangula, para luego degradar su pared celular con enzimas

especificas (Gajera et al., 2016), como se observa en la Figura 1.

Figura 1. Micoparasitismo de hongos. La flecha indica a las hifas de
Trichoderma asperellum que estan estrangulando a las hifas de
Fusarium verticillioides. Los hongos fueron tefiidos con azul de algodén.
Tomado de Arciniega-Ruiz, 2012.

La primera fase para que ocurra el micoparasitismo es el reconocimiento, por
ejemplo, Trichoderma reesei como otros hongos del mismo género secretan
hidrofobinas que son proteinas de superficie y realizan una amplia variedad
de funciones. Las hidrofobinas se autoensamblan en estructuras tipo roseta
en las superficies externas de las paredes celulares fungicas y median
interacciones entre los hongos y su entorno, lo que permite el crecimiento y
la conidiacién aérea, el reconocimiento de la superficie del huésped y la
simbiosis (Sunil y Siu, 2014).

Posteriormente, otras moléculas permiten la invasion de Trichoderma, por
ejemplo, las enzimas hidroliticas como las que pertenecen al sistema
quitinolitico (quitinasas y NAGasa), al sistema glucanolitico (p-1,3/1,4-



glucanasas y a-1,3-glucanasas) y al lignocelulitico que pueden degradar las
paredes celulares de la planta y/o patdégenos, y asi promover la eliminacion y
sobreexpresion de ciertos genes que estan relacionados con el crecimiento
del patogeno, debido a que hidrolizan los enlaces o-glicosidicos de las
cadenas de B-glucano (Sunil y Siu, 2014). Otras enzimas que participan en la
inhibicion del crecimiento del patdbgeno como las proteasas, fosfatasa acida y
alginato liasas, ya que son capaces de romper las paredes celulares del
huésped o de actuar como inactivadores proteoliticos de enzimas producidas

por los patdgenos (Qualhato et al., 2013).

Si bien también la pared celular de Trichoderma esta sujeta a hidrolisis, su
alta capacidad de crecimiento le permite sintetizar mas pared celular en un
corto tiempo, ademas, la pared celular de los hongos del género Trichoderma
se encuentra parcialmente protegida, ya que los hongos exudan varias
proteinas hidrofébicas (Gruber y Seidi-Seiboth, 2012).

D) Induccion de la respuesta de defensa de la planta. Una vez que
Trichoderma ha colonizado las raices de una planta, éste induce los
mecanismos de defensa de esta contra infecciones posteriores,
particularmente la resistencia sistémica inducida (Guzman-Chavez, 2013).
Existen tres vias que inducen resistencia a la planta, dos de ellas
involucran a proteinas relacionadas con la patogénesis o PR. Una de
ellas ocurre como resultado del atague de microorganismos biotrofos y la
segunda como producto del dafio o necrosis ocasionados por insectos y/o
microorganismos necrotrofos. La via inducida por patdgenos biétrofos se
basa en la produccion de éacido salicilico (SA) por la planta, que se
comporta como una molécula sefial para la induccién de la defensa,
mientras que la via inducida por insectos herbivoros se sustenta en la
produccion de JA como molécula sefal. Con base en ello, la resistencia

sistémica adquirida (SAR) se correlaciona con la acumulacion de SA,



mientras que la resistencia sistematica inducida (ISR) se asocia con la

acumulacion de JA (Guzméan-Chavez, 2013).

Trichoderma hongo promotor del crecimiento vegetal

Todo lo mencionado anteriormente permite no solo el crecimiento de los hongos
del género Trichoderma en la rizosfera, sino también actuar como simbionte de las
plantas, ademas ayuda a que la planta esté menos expuesta a los patdogenos o
bien a que su sistema de resistencia se encuentre prevenido y listo para combatir

a un eventual ataque por un patégeno.

Varios miembros del género Trichoderma tienen efectos benéficos en el
crecimiento de una gran variedad de cultivos de frutas y hortalizas como el frijol, el
tomate, la berenjena, el chile, la okra, la calabaza, guar y maiz, entre otros
(Guzméan-Chavez, 2013; Toghueo et al., 2016; Singh et al., 2016; Lopez-Coria et
al., 2016). Como organismo promotor del crecimiento vegetal, Trichoderma spp. es
capaz de colonizar principalmente las raices de las plantas, aunque también se ha
relacionado como patébgeno oportunista en humanos y animales

inmunocomprometidos (Kubicek et al., 2008).

Los efectos benéficos de la interaccién del hongo sobre la planta se pueden deber
a diversas causas:

a) Aumento en la solubilizacion de nutrientes. El hongo ayuda a la
solubilizacion de nutrientes presentes en el suelo, mediante la secrecién de
enzimas como las fitasas que ayudan a solubilizar el fosfato del medio,
también moléculas quelantes que permiten que el hierro y el cobre sean
absorbidos del suelo, asi como agentes reductores y la liberacion de acidos
organicos. Todo ello permite una disponibilidad mayor de minerales para el
crecimiento de la planta (Altomare et al., 1999; Saravanakumar et al.,
2013).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304377012001374#!

b) Cambios en la arquitectura radicular. Los cambios en la arquitectura del

sistema de raices afectan la capacidad de absorcion de los nutrientes y el
agua de las plantas. Algunos procesos que pueden afectar la arquitectura
general de las raices son: (i) tasas diferentes de division celular y
alargamiento en la punta de la raiz primaria, que determinan la extension
del crecimiento de la raiz primaria; (ii) formacién de la raiz lateral, que
aumenta la capacidad exploratoria del sistema radicular; y (iii) formacion de
pelos radiculares, que aumenta la superficie de la raiz total, de las raices
primarias y laterales (Sanchez-Calderén et al., 2005; Sing et al., 2016). Se
conoce que Trichoderma spp promueve un desarrollo mejorado de las
raices y brotes. Durante la interaccion T. asperellum-maiz se encontré que
las raices presentan un mayor numero de pelos radiculares y tienen una
mayor longitud (Lopez-Coria et al., 2016), este incremento en la superficie
radicular podria ayudar a una mejor toma de nutrientes en el suelo.
Produccion de promotores del crecimiento vegetal. Los hongos del
género Trichoderma pueden producir diversos MS, entre ellos el viridiol, las
coningininas 'y 6-pentil-2H-piran-2-ona (6PP) un compuesto volatil
excretado por Trichoderma que se ha demostrado que en el campo
incrementa el crecimiento vegetal (Anexo A) (Keswani et al., 2014) y afecta
el transporte de auxinas y la respuesta al etileno (Garnica-Vergara et al.,
2016).

Por otra parte, se ha encontrado que durante la interaccion de Arabidopsis
con T. virens y T atroviride, se incrementa el contenido de indoles como: el
acido indol acético (IAA), el indol-butirico, el indol-3-carboxaldehido y el
indol-3 etanol (Contreras-Cornejo et al., 2009; Lopez-Coria et al., 2016). IAA
es una fitohormona que juega un papel vital en la planta, controlando su
crecimiento y desarrollo via la promocion de la division celular
(proliferacion), el crecimiento (expansion y elongacion) y la diferenciacion
(Majda y Robert, 2018).



Sin embargo, Lépez-Coria y colaboradores (2016) encontraron que los
exudados del hongo T. asperellum contienen cantidades minimas de IAA
por lo que el crecimiento mejorado del maiz puede deberse ademas a otras

moléculas.

Teoria del crecimiento acido: inducida por IAA y la ATPasa de H* de la

membrana plasmética

La expansion celular en las plantas se encuentra restringida por la presencia de la
pared celular, la cual es lo suficientemente rigida para proveer soporte y
proteccion, pero también es extensible, lo que permite la expansion celular,
dependiendo de varios factores, entre ellos el contenido de agua que regula la
presion de turgor!, asi como la presencia de hormonas que regulan el crecimiento
diferencial de las células, ya sea activando la sintesis y la degradacion de la pared
celular o mediante enzimas que acttan regulando el crecimiento celular (Haruta et
al., 2015).

Una de las propuestas para el crecimiento de la célula es el cambio en la acidez
extracelular, que ayuda al aflojamiento de la pared celular debido a la estimulacién
de proteinas como las expansinas, que promueven la relajaciéon de la pared
celular, permitiendo el crecimiento de la célula. Se ha sugerido que la acidificacién

depende de la presencia de las auxinas (Majda y Robert, 2018).

La principal enzima responsable de regular el pH extracelular es la ATPasa de
protones de la membrana plasmatica (ATPasa de H* de la MP), la cual es una
enzima que al hidrolizar ATP bombea protones al apoplasto (Figura 2). El peso
molecular aproximado de la proteina es de 100 kDa y durante la catélisis forma un
estado de transicion covalente enzima-fosfato, por lo que esta clasificada como
una ATPasa tipo P (Fosforilada), y que puede ser inhibida por vanadato. La salida
de cargas positivas inducida por la actividad de la ATPasa de H* de MP produce
un potencial de membrana negativo en el exterior, que puede exceder en algunos

casos los -200 mV. Ademas, a medida que los protones se acumulan en el exterior

! Presidn de turgor. Presidn ejercida por el protoplasto contra la pared celular (Ferndndez y Johnston, 1986)
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celular, el pH del apoplasto disminuye. El gradiente electroquimico producido por
la enzima es la fuente de energia que facilita el transporte de nutrientes hacia la
célula a través de canales o transportadores, que mueven de manera facilitada el
ion adicional y pueden acoplar el movimiento de otro soluto a través de la
membrana (Figura 2). Ademas, se relaciona a la enzima en otros procesos, tales
como la osmotolerancia, la apertura y cierre de estomas, la regulacion del pH
intracelular y el crecimiento acido (Palmgren, 2001).

Figura 2. Funcion celular de la ATPasa de H* de la membrana plasmaética. La
actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica impacta en la regulacion del
pH del citoplasma, asi como del apoplasto. Al acidificar el apoplasto promueve la
activacion de proteinas implicadas en la remodelacién de la pared celular e induce su
aflojamiento, requisito para la elongacion celular. Ademas, el incremento en las cargas
positivas externas puede inducir la apertura de canales, lo que facilita el transporte de
iones o bien de otros solutos como azlcares o agua para nutrir a la célula. La entrada de
agua aumenta la turgencia de la célula, el contenido de agua en las vacuolas puede
ayudar a aumentar la presion de turgencia y favorecer el crecimiento celular en las
plantas. Modificado de Tromas et al., 2010.

La elongacion celular inducida por auxinas en 6rganos como el coleoptilo y la raiz
se ha asociado a un incremento en el pH extracelular. Recientemente, se describié
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gue uno de los mecanismos por el cual las auxinas impactan en el pH extracelular
es por la activacion de la ATPasa de H* de la MP. La isoforma 2 de la ATPasa de
H* de la MP de Arabidopsis (AHA) es fosforilada en varios aminoacidos en su
extremo carboxilo-terminal, denominado dominio inhibitorio. Por ejemplo, la Thr®4’
de AHAZ2 activa a la enzima (Figura 3), residuo que es fosforilado ante la presencia
de auxina. La fosforilacion de ese residuo coincide con la union de la proteina 14-

3-3, quién fija a la ATPasa en la conformacion mas activa.

Figura 3. Caricatura de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica (AHAZ2).
Enzima que presenta 10 cruces transmembranales sefialados como M1 a M10. Los
residuos de aminoacidos marcados en azul son aquellos que estdn mas conservados en
todas las ATPasas de plantas. Como se observa la region del carboxilo terminal es una
region muy variable, ademas en ella se concentran la mayor parte de los residuos que
son fosforilados en la enzima, marcados como S de serina 'y T de treonina. En verde el
aspartico y marcado con una P el resido 329 que se encuentra transitoriamente
fosforilado durante el ciclo catalitico. Tomada de Falhof et al., 2016.

Uno de los mecanismos por los cuales las auxinas activan a la ATPasa de H* de

MP es a través de la activacion de las proteinas SAUR (Small auxin-up RNA),

12



estas proteinas son codificadas por una familia mas grande de genes de
respuesta temprana a auxinas en plantas vasculares, ademas estéa implicada en la
regulacién de multiples procesos bioldgicos (Li, 2017). Veldsquez y colaboradores
observaron en 2016 que SAURI19 interactia con la proteina fosfatasa 2CD1
(PP2C-D1) inhibiéndola, lo que permite que la ATPasa se mantenga fosforilada y
su actividad sea mayor (Velasquez et al., 2016). Las plantas que expresan a la
proteina SAUR19 presentan una elongacién incrementada, pH apoplastico
reducido, hipersensibilidad a sequia por una regulacion inapropiada de las células
guarda y una expresion constitutiva de los genes para la defensa de patdégenos
(Spartz et al., 2014), todos estos procesos en los cuales interviene la ATPasa de
H* de la membrana plasmatica.

Regulacion de la ATPasa de H* durante la interaccién de la planta con

microorganismos.

Debido a las multiples implicaciones fisioldgicas de la actividad de las ATPasas de
H* de la MP y a su contribucion a los eventos de sefializacion en respuesta a
diversos estimulos ambientales, la enzima es sujeta a una regulacion en varios
niveles. Una combinacién de expresién génica y andlisis genéticos ha revelado
gue multiples AHA se expresan en muchos tejidos y érganos, sin embargo, hay
diferencias en los niveles de expresion y la especificidad tisular de las isoformas
de AHA individuales. Es de importancia para el presente trabajo sefialar que la
enzima esta sujeta a modificaciones post-traduccionales y que el cambio en el
entorno lipidico o la presencia de moléculas que afectan su conformaciéon pueden

llevarla a cambios en su actividad (Falhof et al., 2016; Wielandt et al., 2015).

A nivel de proteina como se mencion6 anteriormente la enzima tiene un dominio
C-terminal de aproximadamente de 100 aminoacidos que es inhibitorio, el cual es
sujeto de ser fosforilado en los residuos de Ser y Thr (Figura 3). En plantulas de
Arabidopsis la actividad de AHA2 esta regulada por la fosforilacion post-
traduccional de Thr®! o Thr®#” que es inducida por un péptido estimulador de

crecimiento PSY1 aumentando la actividad en AHA2. La fosforilacion Ser8%® o
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Ser®3! es inducida por un péptido inhibidor del crecimiento, disminuyendo la
actividad (Figura 4) (Haruta et al, 2015). La sobreexpresion de genes SAUR19 y
otros SAUR adicionales, promueven la elongacion del hipocotilo y confiere varios

fenotipos de expansion celular.

Figura 4. Caricatura de los residuos fosforilados en AHA2 por ATPasa de H* de la

membrana plasmatica (AHA2). Agrupacion de los sitios de fosforilacion en el dominio

R (regulador o inhibitorio), donde la enzima AHA2 puede ser sujeta a fosforilacion en 8
residuos del C-terminal. Tomado de Haruta et al., 2015.

Maiz

Zea mays es uno de los principales cereales cultivados en el mundo, debido a su
uso como alimento en humanos y animales, ademas de ser empleado como
materia prima de diversos materiales de uso farmacéutico e incluso como

combustible.

Surgié de una sola domesticacion en el sur de México hace unos 9,000 afios.

Diversos analisis indican que los tipos de maiz mas antiguos que sobreviven son

14



los de las tierras altas de México y se extienden a lo largo de América (Matsuoka
et al.,, 2002). La diversidad de cultivos incluye las variaciones taxonémicas,
genéticas, morfolégicas, agrondémicas y de rasgos de uso. Los tipos de maiz
mexicano comunmente se agrupan en “razas”. Aunque la raza no es una categoria
taxonomica formal, se la considera una unidad util para estudiar la distribucion de
la diversidad del maiz en México (Orozco et al, 2016). Por ejemplo, el maiz raza
Chalquefio, empleado en este estudio, es una de las razas méas productivas. Se
caracteriza por sus plantas de porte alto, mazorcas grandes y conicas con alto
namero de granos por hilera. Presenta alto vigor de germinacion y emergencia,
ciclo largo y resistencia a la sequia en etapas medias de crecimiento (CONABIO
2010). La adaptacion de esta raza prevalece entre los 1800 y 2300 m de altura a
nivel del mar y es un hibrido entre la raza conico y tuxpefio (Wellhausen et al.,
1951). Domina en suelos volcanicos que retienen humedad de las precipitaciones
invernales, y en terrenos con riego. También es fundamental para siembras en
suelos de humedad en lugares altos de Durango, Zacatecas y en la Mixteca
Oaxaquefia, (CONABIO 2010).

Si comparamos al teocinte el ancestro mas cercano al actual maiz, encontraremos
diferencias muy marcadas: en teocinte se desarrolla una espiga con una hilera de
10 a 12 granos, mientras que en las plantas de maiz se encuentran de 4 a 6
mazorcas cada una con 10 a 12 hileras, 1000 semillas por planta (du Plessis,
2003).

A pesar de las mejoras inducidas por la domesticacion, la produccion al menos en
México es deficiente, ya que se tienen que importar granos, por lo que hay gran
interés en manipular a las plantas para tener una alta productividad agricola. Una
estrategia que seria efectiva y evitaria el uso de material genéticamente
modificado es la de utilizar microorganismos benéficos para su desarrollo o sus
metabolitos, ya sea como biocontrol de patdgenos o, en su caso, cOmo

promotores del crecimiento.

15



JUSTIFICACION

Se ha planteado que los efectos benéficos del género Trichoderma en el
crecimiento de una gran variedad de plantas se debe a la sintesis de hormonas
como las auxinas, en particular IAA (Cornejo et al., 2009). Sin embargo, los
exudados de T. asperellum contienen concentraciones bajas de IAA (0.3 pM) e
inducen el crecimiento de la planta, y sobre todo modifican la arquitectura radicular
(L6pez-Coria et al., 2016).

Adicionalmente, las raices infectadas con T. asperellum inducen una disminucion
acelerada del pH extracelular y sus fracciones membranales o microsomales (FM)
presentan una ATPasa de H* de la MP mas activa, sin embargo, la cantidad de
proteina no cambia, sugiriendo una modificacion post-traduccional de la enzima
por parte de algunos metabolitos del hongo. El exudado de T. asperellum activa a
la enzima presente en las FM de raices y coleoptilos de plantas no expuestas al
hongo, por lo que las moléculas presentes en los exudados estan influyendo
directamente sobre la actividad de la enzima. No obstante, los exudados del
hongo y las auxinas no producen el mismo efecto de activacién sobre la enzima
(Lopez-Coria et al., 2016), por lo que se sugiere la presencia de otras moléculas
en los exudados del hongo ademas de las auxinas, participan en la activacion de

la enzima y posiblemente en la promocién del crecimiento de maiz.

Por lo anterior, la busqueda de los compuestos en el exudado del hongo puede
llevar a encontrar metabolitos que promuevan la actividad de la ATPasa de H* de

MP o que estén implicados en inducir el crecimiento de la planta.
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HIPOTESIS

Debido a la diversidad de metabolitos secundarios promotores del crecimiento en
diferentes especies del género Trichoderma, se espera que del fraccionamiento
del exudado del hongo Trichoderma asperellum, se encontraran una 0 mas
fracciones que contengan el o los metabolitos que activen la actividad de la
ATPasa de protones de la membrana plasmatica y promuevan el crecimiento de

maiz.

OBJETIVO GENERAL

Identificar la fraccién del exudado de Trichoderma asperellum que promueve la
actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica y el crecimiento del

maiz.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. A partir del exudado de T. asperellum, obtener las fracciones con
disolventes de diferente polaridad (hexano, acetato de etilo y agua).

2. Determinar el efecto del exudado de T. asperellum y de las diferentes
fracciones obtenidas sobre la actividad de la ATPasa de H* de la MP.

3. Evaluar el efecto del exudado de T. asperellum asi como de las fracciones

arriba mencionadas sobre el crecimiento de plantas de maiz.
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MATERIALES Y METODOS

Para cumplir los objetivos del trabajo se cultivd al hongo T. asperellum para
obtener el exudado y este se fraccioné con solventes de diferentes polaridades.
Posteriormente, se probd el efecto de las fracciones tanto en la actividad de la
ATPasa de H* de MP como en el crecimiento de las plantas de maiz como se

muestra en el resumen del disefio experimental seguido en este trabajo (Figura 5).

* Cultivo de T. asperellum en placa con medio PDA

+ Obtencidn de conidios y su cuantificacion

* Cultivo de conidios en medio liquido

* Obtencién del exudado

+ Fraccionamiento del exudado mediante solventes con diferentes
polaridades

* Anélisis de los componentes de los exudados del hongo

+ Seleccion de semillas de maiz Chalquefio y corte pedicelo
+ Desinfeccion de semillas con hipoclorito de sodio al 2 %
+ Germinacion en papel filtro himedo por 72 h

+ Obtencion de las fracciones microsomales de raices y coleoptilos.

+ Determinacién de proteina por el método de Bradford.

* Determinacién de la actividad de la ATPasa de H* de la MP en presencia o
ausencia del exudado o sus fracciones

+ Germinacion de las semillas en Agar al 1% por 48y 72 h:

+ A. Semillas sin tratamiento (Control)

+ B. Semillas incubadas por 1.5 h con conidios de Trichoderma
("biopriming")

+ C. Semillas incubadas por 1.5 h el exudado del hongo o las fracciones o
6PP

+ D. Semillas sin tratamiento pero germinadas en agar suplementado con
exudado o las fracciones del exudado del hongo

Figura 5. Disefio experimental. Resumen del disefio experimental seguido en este
trabajo. La descripcion de cada punto se muestra en el siguiente texto.
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Obtencidn del extracto extracelular total de Trichoderma asperellum.

Se inocularon conidios de T. asperellum cepa HK703, obtenidos del experimento
de (Lopez-Coria, 2016), en 4 cajas Petri con agar PDA, después de 2 semanas a
temperatura ambiente se realiz6 la extraccion de conidios (Guzméan-Chavez,
2013), la concentracion se determind con un recuento microscopico en una
camara de Neubauer. Para obtener el extracto extracelular del hongo, se
inocularon 10,000 conidios por matraz en 4 matraces de 500 mL con 200 mL de
medio liquido PDB (24g/L) a 29 °C por 3 dias en obscuridad y agitacion constante
(100rpm). Posteriormente, los cultivos se filtraron con membranas de nitrocelulosa
de 0.22 um (L6pez-Coria et al., 2016), sin centrifugar. Al sobrenadante obtenido se
le denominé Exudado y se congeldé a -70 °C para después ser fraccionado o
liofilizado para estudios posteriores.

Fraccionamiento del exudado de Trichoderma asperellum.

Para realizar el fraccionamiento, se tomé el volumen total del exudado (1265 mL)
sin liofilizar. Se utilizaron dos disolventes; hexano que tiene una polaridad baja y
acetato de etilo que es un disolvente con polaridad media. Lo que permitié obtener

tres fracciones segun el siguiente procedimiento:

Fraccion de Hexano: En un embudo de separacion se coloco la mitad del
volumen total del exudado (632.5 mL) y un volumen igual de hexano (BDH® VWR
Analytical), se agité por inversion y se tomo la fraccion de hexano. Se realiz6 el
mismo procedimiento con el volumen residual dos veces mas siempre usando una
relacion 1:1 del volumen del exudado residual respecto al del disolvente. Se volvié
a repetir el experimento con la otra mitad del volumen total del exudado y al final
todas las fracciones de hexano se mezclaron y se evaporaron en un rotavapor
Heidolph a 60 °C y 60 rpm. La fraccion concentrada se resuspendio con 1 mL de
hexano puro (grado analitico) y se extrajo del matraz bola con una pipeta Pasteur,
para después transferirla a un frasco vial de vidrio. Este concentrado se dejo

evaporar y finalmente se congelé a -70 °C.

19



Fraccion Acetato de etilo: Para obtener la fraccion de acetato de etilo se repitio
el procedimiento antes descrito sustituyendo al disolvente por acetato de etilo
(BDH® VWR Analytical). El concentrado final se congel6 a -70 °C.

Fraccion Acuosa: Después de los dos fraccionamientos con los disolventes se
obtuvo un residuo acuoso, que se liofilizé (debido al volumen hubo que hacerlo
durante 8 dias) hasta obtener un compuesto color blanco en polvo. El cual se

congel6 a -70 °C.

Obtencién del material vegetal y determinacién del efecto promotor del

crecimiento

Se cortd el pedicelo a un lote de 40 semillas de maiz Chalquefio, después se
desinfectaron en una disolucién al 2 % de Cloralex® comercial en agua, por 2 min.
Se lavaron 3 veces con abundante agua estéril hasta que el olor al hipoclorito se

dejé de percibir. Posteriormente, se dividieron las semillas en cuatro lotes:

1) Lote control. Semillas que no pasaron por ningan tratamiento y fueron
directamente sembradas en 1 % de Agar (lote de 10 semillas) germinadas por 72
ha 29 °C.

2) Lote biopriming. Se colocaron 10 semillas en un matraz que contenia 20 mL
de agua y 10,000 conidios de T. asperellum por semilla, se colocaron en agitaciéon

durante 60 min. Después fueron germinadas por 72 h a 29 °C en 1 % de Agar.

3) Lote remojo de semillas en exudado de T. asperellum. Se colocaron 10
semillas de maiz Chalquefio en un matraz que contenia 80 pL de exudado/ mL de
agua, se colocaron en agitacion durante 60 min. Después fueron germinadas por
72ha29°Cenl% de Agar.

4) Lote contacto en agar, en donde la germinacion de semillas ocurrié sobre el
exudado de T. asperellum o sobre las fracciones del exudado. Se colocaron 10
semillas de maiz Chalquefio en 5 puntos por caja Petri, sobre una gota de 8 pL de
exudado de T. asperellum. En el caso de la determinacion del efecto de las

fracciones de hexano, acetato de etilo o acuosa, 15 semillas fueron colocadas en
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tres cajas Petri (triplicado) en las que se colocaron las semillas sobre 8 L de cada
una de las fracciones. Después se pusieron a germinar durante 72 h a 29 °C en
1% Agar.

Fracciones microsomales de raiz y coleoptilo

Se separaron las raices y los coleoptilos de plantulas de 72 h de germinacion,
provenientes de semillas sin ningun tratamiento (Control) y se obtuvieron las
fracciones microsomales (FM) con el método reportado por Sanchez-Nieto et al.,
1998 y Lopez-Coria et al., 2016. Para la determinacion de actividad y cantidad de
la ATPasa se obtuvieron las FM, donde se pulverizé el tejido en Nz liquido y se
homogeneiz6 con un homogeneizador Tissue TearorTM en el amortiguador de
homogeneizacion (50 mM HEPES/BTP pH 7.8; 250 mM sorbitol; 2 mM EDTA, 2
mM PMSF, 1.5 mM benzamidina; 1 mM KCI, 4 mM DTT, 40 ug/mL de coctel de
inhibidores de proteasas Roche; estos dos ultimos reactivos se afiadieron justo
antes de homogeneizar el tejido). EI homogeneizado se centrifugd a 5,000 xg por
10 min para eliminar los residuos celulares y los nucleos, después el sobrenadante
se centrifugd a 13,000 xg por 10 min para eliminar los cloroplastos y mitocondrias,
y por ultimo se recuper6 el sobrenadante, el cual se centrifugé a 100,000 xg por 60
min para obtener la FM. El botdn se resuspendié en 150 pL del amortiguador de
homogeneizacion adicionado con 10 % de glicerol (Sanchez-Nieto et al., 1998).

Las fracciones se almacenaron hasta su uso a -70 °C.
Determinacion de proteinas.

Se determind la concentracion de proteinas de las fracciones microsomales
mediante el método de Bradford (BIORAD) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se empled 1gG para realizar la curva estandar (Figura 6), para la
determinacion de la concentracion de proteinas (LOpez-Coria et al., 2016)
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Figura 6. Curva patrén de determinacion de proteinas por el método de Bradford.
Se muestra una grafica representativa, ya que en cada que se obtenia proteina se
realizaba una curva nueva.

Hidrélisis de ATP por la ATPasa de H* de la membrana plasmatica

Para determinar la actividad de la ATPasa de H* de la MP en las fracciones
microsomales se midio la actividad de hidrdlisis de ATP. El medio de reaccién
contuvo 150 L de sacarosa 250 mM, 50 mM MOPS/BTP pH 6.5, 10 mM ATP, 10
mM MgClz, 7 uM CCCP y 0.015 % de Brij 58, de acuerdo con el procedimiento
descrito por LoOpez-Coria et al. (2016). Adicionalmente, debido a que la FM
contiene ademas de la ATPasa de la MP otras enzimas que hidrolizan al ATP, se
utilizaron inhibidores para estas enzimas, de tal manera que el disefio
experimental incluyd los siguientes pasos como se muestran en el siguiente

procedimiento y en la Tabla 4 (Anexo B) y cada ensayo se realiz6 por triplicado:

a) Se empledé medio de hidrélisis sin inhibidores para obtener la actividad
total de hidrolisis de ATP.
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b) Se empleé medio de hidrdlisis con el inhibidor de la ATPasa de la MP,
150 puM NasVOas. Para conocer la actividad de la ATPasa de MP se resta
lo que quedo de actividad a la actividad total.

c) Otra forma de obtener la actividad de ATPasa de la MP fue afadir una
mezcla de inhibidores 50 mM KNO3z, 2 mM NaNs, 2mM Na:MoOs, los
cuales inhiben a la ATPasa vacuolar, a la ATPasa mitocondrial y a la
fosfatasa acida, respectivamente. De esta manera la actividad residual
es la actividad de la ATPasa en la MP.

d) EI blanco contenia medio de reacciébn, pero con la enzima
desnaturalizada con SDS para registrar la hidrolisis quimica.
Adicionalmente, el medio de reaccion de hidrdlisis contenia etanol
cuando se midi6 la actividad de la enzima en presencia de 6-pentil-2H-
piran-2-ona (6PP), dimetilformamida (DMF) cuando se probé la fraccion
de hexano y dimesulféxido (DMSO) cuando se determiné el efecto del
extracto de acetato de etilo, esto se realiz6 con la finalidad de descartar
el efecto de los disolventes sobre la actividad de la ATPasa de la MP. El
exudado de T. asperellum, las fracciones de acetato de etilo, de hexano,
la acuosa y el compuesto 6PP se afiadieron al medio de hidrélisis previo
a la adicion de 10 pg de proteina, que fueron usados para dar inicio a la

reaccion de hidroélisis de ATP.

La distribucion y cantidades que se agregaron a cada tubo se encuentran en el
Anexo B. La reaccién de hidrolisis se incub6 a 30 °C por 20 min. La liberacion del
fosfato se midié por la formacion del complejo fosfomolibdato (Gonzalez-Romo et
al., 1992). Una curva patron tipica de la determinacion de fosfatos se muestra en
la Figura 7.
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Figura 7. Curva patron de fosfatos. Determinacion por el método de Gonzalez-
Romo et al., 1992. Se muestra una grafica representativa, ya que en cada experimento

se realizaba una curva nueva.

Identificacién de componentes del exudado de T. asperellum y sus

fracciones.

La identificacion de los compuestos presentes en el exudado de T. asperellum, la
fraccion de acetato de etilo (EtOAc), la fraccion de hexano, la fraccion acuosa y el
compuesto 6PP se realizo6 mediante DSA-HR-APCI-MS (in Direct Sample
Analysis- High Resolution- Atmospheric Pressure Chemical lonization- Mass

spectrometry).

Aproximadamente 2 mg de cada una de las fracciones se disolvieron con 200 pL
de una mezcla de MeEOH-H20 (70:30). De estas soluciones se tomaron 10 pL y
se colocaron en una malla de acero inoxidable de aproximadamente 8 mm de
diametro y posteriormente se introdujeron en el aditamento Direct Sample Analysis
TM (DSA TM) (PerkinElmer, Waltham, MA). Las muestras en la malla se ionizaron
desde la pantalla con el sistema DSA TM en un equipo AxiON TOF 2,
PerkinElmer. El espectrometro de masas se hizo funcionar en modo trampa de
iones positivos para aumentar la sensibilidad a una adquisicion de cinco
espectros/segundo. Los resultados fueron procesados mediante el software AXION
Il TOF MS Driver 6.2. (Figura 8).
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Figura 8. Perfiles de pico de las masas de los compuestos en las fracciones del
exudado, las fracciones y un compuesto puro que produce el género Trichoderma.
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RESULTADOS
El extracto extracelular de T. asperellum activa a la ATPasa de H* de la MP

En el trabajo anterior realizado en el laboratorio se demostré que los exudados de
T. asperellum incrementan la actividad de la ATPasa de H* de la MP en las FM de
raices y coleoptilos de maiz (Lépez-Coria et al., 2016). El objetivo del experimento
(Tabla 2), era corroborar los resultados obtenidos por Lépez-Coria, antes de
realizar el fraccionamiento de los exudados del hongo. Se midi6 la actividad de la
ATPasa de H* de MP empleando dos estrategias de inhibidores distintas,
vanadato que es un inhibidor especifico de la ATPasa de H* y una mezcla de
inhibidores (Naz2MoO4, NaN3, KNO3), para descartar compuestos que proveen de
fosfatos al medio, inhibiendo la fosfatasa acida, ATPasa mitocondrial y ATPasa

vacuolar, obteniendo asi la actividad de la ATPasa de H* de MP.

Tabla 2. Efecto del exudado de T. asperellum en la actividad de ATPasa de protones de la MP
en las fracciones microsomales de coleoptilos y raices de maiz. Para determinar el efecto del
exudado de T. asperellum sobre la actividad de ATPasa de la MP se afiadieron 8 pL del exudado de
T. asperellum al medio de reaccion.

Fraccion Forma de Control +Exudado
Microsomal medicion de la T. asperellum
actividad de la Actividad de Actividad de
ATPasa de MP ATPasa ATPasa
(mmol min*mg) (mmol min*mg™)
Coleoptilo +Vanadato! 9.98 + 0.58 8.10+0.88
Coleoptilo + Mezcla 10.64 + 0.88 13.21+ 0.68
Inhibidores?
Raiz +Vanadato? 20.72 £ 0.28 102.40 + 0.53
Raiz + Mezcla de 19.44 + 0.55 87.24 £ 0.55
inhibidores?

1Se midi6 la actividad de hidrolisis de ATP total de la fraccion y se le resté la actividad que quedo cuando se midié actividad en
presencia de NazVOa.
2Se midio la actividad de hidrdlisis de ATP en presencia de los inhibidores NaNs, NazMoO4, KNOs. La actividad residual es la de la

ATPasa de protones de la MP. *Las desviaciones de los resultados corresponden al promedio de tres réplicas realizadas.
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Como se observa en la Tabla 2, tanto la actividad de ATPasa de H* de la FM de
coleoptilos y raices aumentaron con la presencia del exudado del hongo, lo que no
se logra observar cuando se utiliza vanadato sobre las fracciones microsomales
de coleoptilo. Adicionalmente, las FM de las raices se ven mas afectadas,
aumentando cerca de 5 veces mas la actividad en presencia del exudado de T.

asperellum, lo anterior confirma el reporte de Lopez-Coria et al. (2016).

Ademas, se observo que la actividad de ATPasa de H* de la MP se puede
determinar tanto usando el inhibidor vanadato, quién inhibe especificamente a la
enzima, como con la mezcla de inhibidores de las otras enzimas que hidrolizan

ATP. Aunqgue hay ligeras diferencias entre ambos valores.

Basados en los resultados observados (Tabla 2) en los siguientes experimentos
s6lo se usaron las fracciones microsomales de las raices por el incremento
notable de la actividad en comparacion con la FM de coleoptilos, empleando como
estrategia para la determinacion de actividad de ATPasa de H* de MP el uso de la

mezcla de inhibidores.

Efecto de las fracciones de hexano, acetato de etilo y acuosa en la actividad
de la ATPasa de H* de la MP

Para determinar las posibles moléculas que se encuentran en el exudado de T.
asperellum que afectan la actividad de la ATPasa de H* de la MP, se realizo el
fraccionamiento del exudado, obteniendo tres fracciones, usando disolventes de
diferente polaridad: Hexano, acetato de etilo y agua.

En la mediciéon del porcentaje de la actividad de hidrdlisis total de ATP y de la
ATPasa de H* de MP se tomé en cuenta al valor del control (sin inhibidor) como el
100 %, comparando los porcentajes obtenidos frente a este valor, en el analisis
estadistico se asignaron letras para representar si existia diferencia significativa
entre los porcentajes, partiendo de que (a) es el valor maximo en cada grafico y

toda letra diferente de a es que es significativamente distinto (Figuras 9 a 11 y 13).
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Al medir el efecto de la fraccién de hexano, se observo que inhibid cerca del 60 %
la actividad total de hidrélisis de ATP a todas las concentraciones probadas
(Figura 9A). El analisis estadistico de estos datos se realizé a partir de una anova
de una cola por la prueba de Tukey con una p<0.05 entre el control y los
tratamientos, sin embargo no hay una diferencia significativa entre las
concetraciones usadas. Ademas, a casi todas las concentraciones probadas de la
fraccion de hexano se incremento la actividad de hidrolisis de ATP de la ATPasa
de H* de la MP hasta en un 56 %, siendo estadisticamente significativo este
aumento en las concentraciones de 0.25, 1, y 5 ug. No obstante a la concentracion
de 0.75 ug esta disminucién no fue estadisticamente significativa con respecto al
control. Los resultados sugieren que una 0 mas moléculas presentes en esta
fraccion pueden causar el efecto de aumento en la actividad de la enzima y al
parecer es 0 son mas especificos para esta, considerando que no se ve

aumentada la actividad total de hidrélisis de ATP sino, inhibida.
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Figura 9. Efecto de la fraccion de hexano del exudado de T. asperellum sobre la
actividad de ATPasa de la fraccion microsomal. A. Actividad total de hidrdlisis de
ATP, B. Actividad de ATPasa de la MP, se midi6 la actividad de hidrélisis de ATP en
presencia de la mezcla de inhibidores de enzimas que hidrolizan ATP excepto el de la
ATPasa de total. Se muestran los porcentajes de actividad respecto al control sin la
fraccion hexanica. Los resultados son el promedio de tres réplicas biologicas con 3
réplicas técnicas cada una.

*La concentracion esta basada en ug de la fraccion reconstituida en 1 mL de disolucion y
el control no contiene fraccion hexanica (0) y representa el 100 % de la actividad sin
fraccion. El andlisis estadistico se realizd mediante una Anova de una cola por la prueba
de Tukey con una p < 0.05.

La fraccién de acetato de etilo obtenida del exudado de T. asperellum inhibié la
actividad total de hidrolisis de ATP de la fraccibn microsomal a bajas
concentraciones (desde 0.25 hasta 2 pg), aunque solamente a 0.5 pg fue

estadisticamente diferente al control, (Figura 10 A). Asi mismo, la fraccion de
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acetato de etilo activd la hidrolisis total de ATP a 3.5 ng, pero tampoco fue

significativamente diferente (Figura 10 A).

La actividad de hidrélisis de ATP de la ATPasa de H* de la MP aumento a bajas
concentraciones de la fraccion de acetato de etilo (0.75y 1 pg, en un 25y 12 %,
respectivamente), aunque no fue estadisticamente significativo, mientras que a
concentraciones mayores de la fraccion (1.5 ug), si se inhibié, excepto a 3.5 ug
(Figura 10 B). Estos resultados indican que posiblemente la o las moléculas que
activan a la enzima se encuentren en menor proporcion en este extracto que en el

de hexano.

Por otra parte, la fraccion acuosa del exudado de T. asperellum incrementd la
actividad total de hidrélisis de ATP de la fraccion microsomal en todas las
cantidades probadas, aunque solo fue significativamente diferente a 1 ug de la
fraccion acuosa (Figura 11 A). Mientras que la ATPasa de H* de la MP fue
activada con 0.5, 0.75y 1 ug en un 16, 19 y 10 % respectivamente con la fraccion
acuosa, este aumento es significativamente diferente al control. Mientras que a
concentraciones mayores se produce una inhibicion, desde 1.5 hasta 5 ug (Figura
11B).

En resumen, de las tres fracciones del exudado de T. asperellum sélo las
fracciones de hexano y acuosa tienen un efecto activador sobre la actividad de la
ATPasa de H* de la membrana plasmatica, sin embargo, no a todas las
cantidades probadas. La fraccién de hexano es la que tiene una mayor activacion
alcanzando una activacion de un 56 % con 1 ug de fraccion afiadido al ensayo de
actividad, por lo que es posible que contenga varios compuestos con la capacidad
de incidir sobre la actividad de la enzima, o bien alguno que se encuentre en
mayor proporcion. Lo mismo se puede pensar con la fraccion acuosa, aunque,

como en la fraccion de acetato de etilo puede contener moléculas que afectan
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negativamente la actividad de la enzima por la disminucion de la actividad de la

ATPasa de H* de la membrana plasmatica a ciertas cantidades.
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Figura 10. Efecto de la fraccion acetato de etilo del exudado de T. asperellum
sobre la actividad de ATPasa de la fraccion microsomal. A. Actividad total de
hidrélisis de ATP, B. Actividad de ATPasa de la MP, se midi6 la actividad de hidrélisis de
ATP en presencia de la mezcla de inhibidores de enzimas que hidrolizan ATP excepto el
de la ATPasa de la MP. Se muestran los porcentajes de actividad respecto al control (sin
la fraccién de acetato de etilo). Los resultados son el promedio de tres réplicas
bioldgicas con 3 réplicas técnicas cada una. *La concentracion esta basada en ug de la
fraccion reconstituida en 1 mL de disolucién y el control no contiene fraccién de acetato
de etilo (0) y representa el 100 % de la actividad sin fraccién. El andlisis estadistico se
realiz6 mediante una Anova de una cola por la prueba de Tukey con una p < 0.05.
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Figura 11. Efecto de la fraccidon acuosa del exudado de T. asperellum sobre la
actividad de ATPasa de la fraccion microsomal. A. Actividad total de hidrdlisis de
ATP, B. Actividad de ATPasa de la MP, se midié la actividad de hidrélisis de ATP en
presencia de la mezcla de inhibidores de enzimas que hidrolizan ATP excepto el de la
ATPasa de la MP. Se muestran los porcentajes de actividad respecto al control (sin la
fraccion acuosa). Los resultados son el promedio de tres réplicas bioldgicas con 3
réplicas técnicas cada una. *La concentracion esta basada en pug de la fraccion
reconstituida en 1 mL de disolucién y el control no contiene fraccién acuosa (0) y
representa el 100 % de la actividad sin fraccion. El analisis estadistico se realizd
mediante una Anova de una cola por la prueba de Tukey con una p < 0.05.
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La 6-pentil-2H-piran-2-ona es un metabolito presente en los exudados del

hongo y afecta la actividad de la ATPasa de H* de la MP.

Considerando que el género Trichoderma sintetiza varios metabolitos que se han
propuesto como promotores del crecimiento vegetal y que estos podrian
encontrarse mas abundantemente en alguna de las fracciones del exudado de T.
asperellum, se realiz6 un analisis de DSA-HR-APCI-MS, con el cual se lograron
encontrar una gran variedad de compuestos, de ellos se identificaron 5 que
estaban en mayor proporcién (Tabla 3).

Tabla 3. Compuestos mayoritarios identificados en el exudado y las fracciones de

T. asperellum.

Exudado Hexano  Acetato  Acuosa
de etilo
6-Pentil-2H-piran-2-ona Antifungico, promotor del Sl Sl Sl Sl
crecimiento vegetal, aroma de
COCO

Coningininas (Ay C) Antifangico, regulador del - Sl Sl -
crecimiento vegetal

Harzianolida Antifangico, regulador del - - S -
crecimiento vegetal

Paquibasin Actividad antimicrobiana - Sl - -

Viridiol Herbicida, anti-envejecimiento - - Sl Sl

*Los valores del peso molecular de las moléculas promotoras, se obtuvieron con base en los resultados
obtenidos en el espectrometro de masas. El peso considera los valores [M+H]* que es la relacién positiva del

ion resultante mas una unidad.

Como se observa en la tabla, uno de los compuestos presentes en todas las
fracciones fue la 6-pentil-2H-piran-2-ona (6PP), el cual se ha propuesto como
promotor de crecimiento vegetal a ciertas concentraciones, (Keswani et al., 2014)

(Figura 12 y Anexo A), por lo que es interesante que se encuentre en las tres
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fracciones (Tabla 3). Lo anterior puede deberse a que la molécula tiene una
polaridad anfipatica o mixta, esto le permite disociarse tanto en un sistema acuoso

como uno de acetato de etilo y hexano.

Figura 12. Identificacién de 6-pentil-2H-piran-2-ona. A) La estructura de 6-Pentil-2H-
piran-2-one fue tomado de https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/
B) Cromatograma del compuesto 6PP con MW: 166.22 g/mol + 1

T. atroviridae asi como otros miembros del género Trichoderma producen 6PP.
Este metabolito volatil se ha encontrado que promueve el crecimiento vegetal a
ciertas concentraciones, aunque la inhibe a otras, ademas de estar involucrado en
los cambios morfoldgicos de la raiz (Garnica-Vergara et al., 2016). Es por esto por
lo que se probo su efecto sobre la actividad de ATPasa (Figura 13). La actividad
total de hidrolisis de ATP de la fraccion microsomal aumentoé significativamente en
presencia de 6PP a una concentracion de 100 uM (Figura 13A), mientras que el
efecto de 6PP sobre la actividad de la ATPasa de H* de la MP es esencialmente
inhibitorio a concentraciones mayores de 100 uM y a 16.66 uM (Figura 13B).
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Figura 13. Efecto de 6-pentil-2H-piran-2-ona sobre la actividad de ATPasa de la
fraccion microsomal. A. Actividad total de hidrdlisis de ATP, B. Actividad de ATPasa
de la MP, se midi6 la actividad de hidrélisis de ATP en presencia de la mezcla de
inhibidores de enzimas que hidrolizan ATP excepto el de la ATPasa de la MP. Los
resultados son el promedio de tres réplicas biolégicas con 3 réplicas técnicas cada una.
El control no contiene 6PP (0) y representa el 100 % de la actividad sin 6PP. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante una Anova de una cola por la prueba de Tukey con una p
< 0.05.
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Efecto de Trichoderma asperellum y sus exudados sobre el crecimiento de
plantas de maiz.

El tratamiento pre-germinativo de las semillas de maiz con T. asperellum o
biopriming afecta el crecimiento de la planta de maiz, reduciendo el crecimiento de
la raiz primaria, pero aumentando la longitud de los pelos radiculares y su nimero,
lo que aumenta la superficie radicular y sus posibilidades de una mejor toma de
nutrientes (Guzméan-Chéavez, 2013; Lépez-Coria, et al., 2016). Por lo que, en este
trabajo se determind si los exudados del hongo también tenian ese efecto. Para lo
cual se utilizaron cuatro lotes de semillas: un primer lote de semillas sin ningun
tratamiento al que se le denominé control, un segundo lote al cual se le denomino
tratamiento de biopriming con los conidios de T. asperellum, el tercer lote de
semillas fue germinado en medio agar al 1 % en donde se colocaron 8 pL de los
exudados del hongo en la superficie del medio denominado contacto y al dltimo
lote de semillas se le sometidé a un proceso de agitacion en una disolucion de 80
pL de extracto/ mL de agua y luego fueron colocados en medio agar al 1 %,
denominado remojo. Todos los lotes se germinaron por 72 h.

Se observé que a las 48 h de germinacién hubo un aumento en el crecimiento de
las raices cuando son germinadas en presencia de los exudados del hongo,
independientemente si éste se colocaba en el medio para germinar o bien si el

tratamiento se daba a las semillas al remojarlas (Figura 14A).

A tiempos mas prolongados de 72 h, se encontré que el efecto de los exudados
del hongo era mayor en el tratamiento de contacto, el crecimiento de la raiz
aumentd, contrario al biopriming donde se redujo (Figura 14B y 15). Mientras que
el coleoptilo se redujo independientemente del tratamiento empleado, ya fuera con

el hongo o con los exudados de T. asperellum (Figura 14 y 15 B).
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Figura 14. Los exudados de Trichoderma asperellum inducen el crecimiento de las
raices primaria y adventicias de maiz. A. Semillas de maiz germinadas por 48 h; B.
Semillas de maiz germinadas por 72 h. Las semillas previo a ser colocadas en las cajas
de agar fueron tratadas con T. asperellum (Biopriming), o remojadas y agitadas con el
exudado del hongo (Remojo), o colocadas en la caja que contenia elos exudados del
hongo (Contacto), o sin tratamiento (Control).
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Figura 15. Comparacion del efecto del exudado (contacto y remojo), y biopriming
en el crecimiento de las plantas de 72 h de germinacion. A. Apariencia morfoldgica
de las plantas en los diferentes tratamientos. B. Crecimiento de la raiz y C Crecimiento
del coleoptilo. Las semillas fueron germinadas sin ningun tratamiento (Control),
pretratadas con T. asperellum (Biopriming), o remojadas y agitadas con el exudado del
hongo (Remojo), o colocadas en la caja que contenia los exudados del hongo
(Contacto).
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Las fracciones de los exudados de T. asperellum afectan el crecimiento de

las plantas de maiz.

Se examino si las fracciones de los exudados de T. asperellum producian un
cambio en el crecimiento vegetal tanto a las 48 como a las 72 h. Se encontr6 que
desde las 48 h ya hay cambios en el crecimiento (Figura 16). Después de 72 h de
crecimiento la fraccién acuosa favorecio la elongacion radicular y a simple vista las
raices tienen mayor crecimiento de pelos radiculares (Figura 17). De manera
opuesta las fracciones de hexano y de acetato de etilo, reducen el crecimiento de
la planta, incluso el acetato de etilo favorece el enrollamiento de las raices cuando
se usaron 8 pL de cada fraccion que corresponden a una cantidad de 8 pg
afiadida al agar para las tres fracciones y de 266.66 uM para el compuesto 6 PP
(Figura 16y 17).

También se prob6 el efecto del 6PP sobre el crecimiento de la planta de maiz
(Figura 17 y 18). Se observo que el compuesto 6 PP favorecia el crecimiento de la
planta en general, incrementando el tamafio tanto de la raiz primaria como del
coleoptilo. Ademas, en raices éste compuesto tuvo un mayor efecto que las tres

fracciones obtenidas de los exudados del hongo (Figura 18).
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Figura 16. A y B Efecto de las fracciones de hexano, acetato de etilo y acuosa
sobre el crecimiento de las plantas de maiz. Imagenes de semillas de 72 h
germinadas en Agar 1% suplementadas con la fraccion de los exudados de T.

asperellum.
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Figura 17. Comparacion del efecto de las fracciones de hexano, acetato de etilo,
acuosay 6PP en el crecimiento de las plantas de 72 h de germinacion. A.
Crecimiento del coleoptilo; B. Crecimiento de la raiz y C. nimero de raices, se contaron
la raiz primaria y las adventicias. Las semillas fueron germinadas sin ningun tratamiento
(Control), o colocadas en la caja que contenia las fracciones de los exudados del hongo
o0 el compuesto puro 6PP utilizando 8 ug por fraccion.
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Figura 18. Efecto de 6PP en el crecimiento de las plantas de maiz. Crecimiento de
plantas de maiz en presencia de 6PP a dos diferentes tiempos de crecimiento en

semillas de 48y 72 h.

Se probaron diferentes cantidades o concentraciones de cada uno de los
extractos, fracciones y del producto puro 6PP. Encontrandose que la fraccién de
hexano es la que produce el mayor incremento en el crecimiento del coleoptilo, de
la raiz primaria y del nUmero de raices adventicias. Aunque también el extracto y
la fraccion acuosa obtuvieron estos resultados con ciertas cantidades. Respecto al
6PP se observd que a pesar de que mejora el crecimiento del coleoptilo y la
aparicion de raices adventicias, no mejora la longitud de la raiz primaria. Por lo
cual es probable que otras moléculas sean las responsables de la promocién del
crecimiento vegetal, asi como de la activaciéon de la ATPasa.
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Figura 19. A, B, C y D. Efecto del exudado de T. asperellum, las fracciones hexano,
de acetato de etilo, acuosay del compuesto 6PP en el crecimiento de las plantas
de maiz. Las semillas fueron germinadas por 72 h en Agar 1%, en las imagenes se
observa el efecto de los diferentes tratamientos a dos tiempos de crecimiento. Imagenes
representativas de dos muestras bioldgicas. , En cada cuadro, las imagenes de arriba
indican 48 h y las de abajo 72 h. las flechas indican la polaridad de las fracciones. Figura
D son imagenes representativas de dos muestras bioldgicas.
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Figura 20. Comparacion del efecto del extracto de T. asperellum, las fracciones
acuosa, de hexano, de acetato de etilo y del compuesto 6PP en el crecimiento de
las plantas de 72 h de germinacién. A. Crecimiento de la raiz; B. Crecimiento del
coleoptilo y C. nimero de raices, se contaron la raiz primaria y las adventicias. Las
semillas fueron germinadas sin ninguin tratamiento (Control), o colocadas en la caja que
contenia las fracciones de los exudados del hongo o el compuesto puro 6PP por el
método de Contacto. El andlisis estadistico se realizé mediante una Anova de una cola
por la prueba de Tukey con una p < 0.05.
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Figura 20. Comparacién del efecto del extracto de T. asperellum, las fracciones
acuosa, de hexano, de acetato de etilo y del compuesto 6PP en el crecimiento de
las plantas de 72 h de germinacién. A. Crecimiento de la raiz; B. Crecimiento del
coleoptilo y C. niUmero de raices, se contaron la raiz primaria y las adventicias. Las
semillas fueron germinadas sin ningun tratamiento (Control), o colocadas en la caja que
contenia las fracciones de los exudados del hongo o el compuesto puro 6PP por el
método de Contacto. El andlisis estadistico se realizd mediante una Anova de una cola
por la prueba de Tukey con una p < 0.05.

DISCUSION

Trichoderma es el género de hongos saprofitos mas comiunmente encontrado en
la rizosfera y se usa ampliamente en la industria de biopesticidas (Keswani et al.,
2013; Singh et al., 2016). Particularmente Trichoderma se caracteriza por inducir
tolerancia al estrés en las plantas huésped a través de un desarrollo mejorado de
raices y brotes, la resistencia sistémica inducida, la inactivacibn de enzimas

patdgenas y la solubilizacion y secuestro de nutrientes inorganicos, por lo que es
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considerado un promotor del crecimiento vegetal y agente biocontrol de patdgenos
(Scala et al., 2007; Pill et al., 2009; Singh et al., 2016).

Debido a lo anterior, el género Trichoderma se considera una fuente de
metabolitos muy atractiva tanto para la industria de pesticidas como de
fertilizantes. En este sentido, el objetivo de este trabajo fue la busqueda de

metabolitos que favorecen el crecimiento vegetal.

En nuestro grupo de trabajo hemos caracterizado el efecto de T. asperellum sobre
el crecimiento del maiz, encontrando que el contacto directo del hongo
(biopriming) disminuye el crecimiento de la raiz primaria e induce cambios en la
estructura radicular, al aumentar el nimero de pelos radiculares, asi como su
longitud a tiempos cortos del crecimiento de la planta (Guzman-Chavez, 2013;
Lépez-Coria et al., 2016). Mientras que a tiempos mas prolongados se observa
que las plantas son mas altas que aquellas que no pasaron por el tratamiento de
biopriming (Guzméan-Chéavez, 2013). Adicionalmente, hemos observado que la
sola presencia del hongo en el mismo medio de crecimiento de la semilla de maiz,
pero sin mantener contacto directo con la semilla, modifica el crecimiento de la
planta, induciendo el crecimiento de la parte aérea, asi como de raiz (Lopez-Coria
et al., 2016). Lo que apunta a que los metabolitos que exuda el hongo son los

responsables del efecto en el cambio morfoldgico de la planta.
Acido Indol Acético

Se ha sugerido que varias moléculas pueden afectar el crecimiento vegetal, un
grupo de estas son derivadas del acido indol acético (IAA), una fitohormona que
participa en muchos procesos fisioldgicos de la planta como la divisidn, elongacién
y diferenciacion. Son sintetizadas en la parte aérea y transportadas a través de los
tejidos de la planta mediante difusidbn o a través de transporte activo entre las
células (Lopez- Coria 2015; Enders y Strader 2015).

Experimentos con mutantes insensibles a auxinas o bien que carecen de
transportadores de auxina (AUX1, BIG, EIR1 y AXR1), demuestran que las

auxinas si tienen un papel en la promocion del crecimiento vegetal, ya que el
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hongo es incapaz de producir cambios en la estructura radical y en el desarrollo en

estas mutantes (Cornejo et al., 2009).

En el caso de T. asperellum, Lopez-Coria (2015) observé que la presencia del
hongo modifica el contenido de auxinas tanto en las raices como en el coleoptilo,
encontrandose un mayor contenido en la parte aérea y en las puntas de las raices.
Sin embargo, el contenido de IAA en el exudado del hongo es muy bajo, 0.3 uM
(Lopez-Coria et al., 2016). El bajo o nulo contenido de IAA se ha demostrado en
otras cepas de Trichoderma, pero aun estas cepas son capaces de promover el
crecimiento vegetal (Hoyos et al.,, 2009), lo cual demuestra que hay otros

metabolitos que promueven el crecimiento vegetal.

Una de las respuestas al IAA es la expresion de proteinas SAUR, las cuales tienen
como uno de sus blancos a la fosfatasa 2CD1 (PP2C-D1) inactivandola. Estas
enzimas defosforilan a la ATPasa de H* de la MP disminuyendo su actividad (Li,
2017). La enzima es de importancia fundamental en el crecimiento de la planta,
debido a que esta involucrada en los procesos de elongacion celular, nutricion,
regulacion del pH apoplastico y citosdlico, asi como en la apertura y cierre de
estomas (Falhof et al., 2015). Cuando la enzima se encuentra fosforilada impacta
positivamente en el crecimiento celular, al desfosforilarse la actividad de la enzima

disminuye (Haruta et al., 2015).
6-Pentil-2H-Piran-2-ona

La ATPasa de H* de la MP es regulada positivamente por una gran variedad de
compuestos, por ejemplo, la fusicocina, un metabolito producido por un hongo que
es capaz de activar a la enzima (Falhof et al., 2015), por lo que no es de
extrafiarse que el exudado de T. asperellum tenga como blanco a la enzima. En
un trabajo anterior se demostro que la ATPasa de H* se activa en presencia del
exudado y que esté activacion es diferente a la que produce la adicion de auxinas,
por lo que otras moléculas ademas de auxinas pudieran estar induciendo en su

actividad.
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Como una primera aproximacion para identificar cuales son las moléculas
responsables del efecto en la activacion de la ATPasa de H* de la MP y como se
afectaba el crecimiento vegetal, se realizd en este trabajo el fraccionamiento del
exudado del hongo, encontrando que dependiendo de la concentracion y de la
polaridad del solvente utilizado para fraccionar el exudado, se inhibia o
incrementaba la actividad de ATPasa de H* de la MP, ademas de que tenia una

influencia en el crecimiento vegetal.

La fraccion de hexano fue la que produjo la mayor activacion de la enzima,
alrededor del 56 % con un 1 ug de extracto. Mientras que la fraccion acuosa la
activa a concentraciones bajas y a concentraciones altas la inhibe. Mediante un
analisis de DSA-HR-APCI-MS se encontré que uno de los componentes que se
encuentra en todas fracciones es la molécula 6PP. La presencia de 6PP en las
tres fracciones se debe esencialmente a que es una molécula que presenta tanto
una parte no polar como grupos funcionales polares, lo cual podria llevar a
enmascarar el efecto de otras moléculas presentes en las diferentes fracciones,
por lo que aun se debe ajustar el protocolo de fraccionamiento del exudado para

reducir o eliminar su presencia en otras fracciones.

Se ha demostrado que 6PP en forma pura a 50 a 150 uM promueve el crecimiento
de Arabidopsis, regulado su arquitectura radicular, inhibiendo el crecimiento de la
raiz primaria e induciendo la formacién de pelos radiculares (Garnica-Vergara et
al., 2016). Todos estos cambios en la morfologia de la planta de Arabidopsis
también han sido observados en plantas de maiz en presencia de T. asperellum.
Por lo que decidimos estudiar si este compuesto tenia un efecto sobre la actividad
de ATPasa. Encontramos que, dependiendo de la concentracion, el 6PP inhibe o
no tiene efecto sobre la actividad de la ATPasa de H* de la MP. Garnica-Vergara y
colaboradores (2016) demostraron que la expresion de algunos transportadores
de auxinas como los PIN se inducen de manera especifica y dosis dependiente en

las raices por efecto de la adicion de 6PP.

Adicionalmente, encontramos que 6PP afecta positivamente el crecimiento del

coleoptilo solo a una de las concentraciones probadas, sin embargo, no tiene
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efecto sobre el crecimiento de la raiz primaria, aunque induce la formacién de
raices adventicias. Sin embargo, desconocemos si tiene un efecto en la longitud

de los pelos radiculares y su densidad en las plantas de maiz.

Coningininas

Las coningeninas A y C fueron encontrados en las fracciones que se esperaria
promovieran la actividad de ATPasa de H* de MP, la fraccion de hexano y acetato
de etilo. La coninginina es un compuesto cetal, cristalino y de color blanco, se
descubrid por primera vez aislando al hongo T. koningii de la raiz de Diffenbachia
sp. (Cutler et al., 1989). La coningina C tiene una estructura similar a las
coningininas A y B (Parker et al., 1995). Se ha reportado que a una concentracion
de 102 M, inhibe ligeramente el crecimiento de coleoptilos de trigo etiolados,
posiblemente esta sea la razon por la cual hubo una disminucién en el tamafio de
los coleoptilos (Figura 17) a altas concentraciones de las fracciones hexanica y de
acetato de etilo y no asi a concentraciones bajas (Figura 20B).

Por otra parte, se ha demostrado que las coningininas A y B aisladas de T.
harzianum presentan actividad antifungica contra el hongo Gaeumannomyces
graminis var. tritici (Ghisalberti y Rowland 1993). La coninginina C tiene un efecto
similar y la coninginina D inhibe el crecimiento de Bipolaris sorokiniana, Pythium
middleonii , F. oxysporum , Phytophthora cinnamomi y R. solani (Dunlop et al.,
1989), por lo que es posible que el empleo de estas fracciones tenga el mismo
efecto contra estos patdgenos de plantas, lo cual es benéfico para su crecimiento.
Como se mencioné anteriormente 5 ug de la fraccibn de hexano incrementé el

crecimiento del coleoptilo, la raiz, y en el nimero de raices adventicias.

Harzianolida

El tratamiento con harzianolida en una concentracién de 1 mg/L tiene un efecto
positivo sobre el crecimiento y la respuesta de defensa de plantulas de Brassica
napus y Solanum lycopersicum (Vinale et al., 2008). La harzianolida es capaz de
promover significativamente el crecimiento de plantulas de tomate hasta 2.5 veces
(peso seco) a una concentracion de 0.1 ppm, ademas su empleo aumenta la

actividad de enzimas relacionadas con la respuesta de defensa de la planta,
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induciendo la expresion de genes implicados en las vias de sefalizacion de
defensa como la del acido salicilico (Cai et al., 2013). Se encontré la presencia de
este compuesto en la fraccion de acetato de etilo, sin embargo, la adicion de 0.75
Mg de la fraccion de EtOAc reduce el tamafo de la raiz, manteniendo el mismo
namero de raices adventicias. A pesar de que harzianolida es un regulador de
crecimiento positivo, la presencia de coningininas promueven la inhibicion de
coleoptilos como se ha reportado por (cutler et al., 1989) y la de viridiol que es un
herbicida, los resultados sugieren que la harzianolida probablemente esté en
menor concentracién lo que explicaria el bajo crecimiento obtenido en raices y

coleoptilos de las plantas de maiz a 72 h de crecimiento.

Compuestos antifungicos: Pachybasin y Viridiol

Uno de los mecanismos que Trichoderma despliega para ayudar a que la planta
permanezca sana por mas tiempo en el campo, es la exudacion de compuestos
antifingicos, herbicidas y otras actividades. Si bien en este proyecto las plantas de
maiz no fueron sometidas a un reto con otros organismos (plantas, bacterias u
hongos), el exudado del hongo podria reducir el crecimiento de hongos que
pudieran encontrarse contaminando a las semillas de maiz de manera interna o

bien funcionar para eliminar la competencia por espacio con otras plantas.

Encontramos que la fraccibn de hexano esta enriquecida en un compuesto
denominado Paquibasin, esta es una antraquinona fungica simple (1-hidroxi-3-
metilantraceno-9,10-diona) y fue aislada por primera vez por Shibata et al., (1955).
Las antraquinonas presentan diversas funciones biolégicas, sirven como laxantes,
diuréticos, fitoestrogenos, estimuladores inmunes, antifingicos, antivirales, y
también se han descrito como agentes anticancerigenos. Las antraquinonas han
sido aisladas de diversas cepas de Trichoderma, aunque sus efectos biolégicos
han sido poco entendidos (Liu et al., 2009). Estudios previos han demostrado que
este compuesto tiene actividad antimicrobiana contra E. coli, B. subtilis, M. luteus,
S. cerevisiae, C. albicans, A. niger y A. flavus, a valores de concentracion de

inhibicibn minima de 64,0 pg/mL, y contra S. aureus y F. oxysporum a
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concentraciones de 32.0 y 16.0 ug/mL (Wulansari et al., 2014). El efecto en la
promocion del crecimiento vegetal no se conoce por lo que seria interesante su

estudio.

En la fraccion de acetato de etilo y acuosa se encuentra el Viridiol (C20H180Os),
especies como T. viride, T. hamatum y algunas especies de Gliocladium producen
este compuesto, siendo un antimicético y un metabolito fitotoxico (Vinale et al.,
2014). También se ha demostrado que el viridiol posee actividad herbicida en
cultivo de cobertura de centeno contra Setaria viridis y Amaranthus retroflexus
(Javaid y Ali, 2011).

En las fracciones se identificaron moléculas que se conoce tienen actividad
promotora del crecimiento vegetal, aunque también hay una gran variedad de
moléculas, que aunque contamos con los pesos moleculares en algunos casos
desconocemos de que moléculas se trata, o bien en algunos casos identificamos
las moléculas pero no se ha identificado su actividad biologica, todas ellas son

moléculas interesantes de estudio.

Este trabajo contribuye al entendimiento de la interaccion Trichoderma-planta en el
contexto de las moléculas que el hongo produce para promover el crecimiento de
la planta. Si bien no se encontré el metabolito que lleva a la induccion de la
actividad de ATPasa de H* de la membrana plasmatica, si se encontraron algunos
metabolitos que podrian participar en el crecimiento vegetal y que se necesita
estudiar su efecto a mayor profundidad en la planta de maiz. También se propone
que deben probarse otro tipo de fraccionamientos del exudado del hongo para
obtener compuestos puros y determinar su efecto esencialmente en el crecimiento

vegetal.
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CONCLUSIONES

El exudado de T. asperellum activo a la ATPasa de H* de la MP tanto en las
fracciones microsomales de los coleoptilos como en las de las raices,
aunque la activacion fue mayor en este ultimo. Ademas, promovié el
crecimiento radicular y a algunas concentraciones también incremento el
crecimiento del coleoptilo.

El fraccionamiento del extracto extracelular de T. asperellum en las
fracciones hexano, acetato de etilo y acuosa, permitid detectar que la
fraccion de hexano tiene el mayor efecto activador sobre la actividad de
ATPasa de H* de la MP, asi como del crecimiento vegetal. Mientras que en
la fraccion de acetato de etilo el efecto sobre la ATPasa es inhibitorio, asi
como también en el crecimiento de la planta.

Se identificé que en las tres fracciones se encuentra el 6PP, sin embargo,
este compuesto en forma pura no tiene un efecto activador de la ATPasa de
H* de la MP, pero si un efecto promotor del crecimiento del maiz a ciertas
concentraciones. Lo que sugiere que el 6PP tiene otro blanco celular que
permite el crecimiento de la planta.

Otros compuestos que se encontraron fueron el Viridiol en la fraccion de
acetato de etilo y acuosa que es un compuesto antimicético y metabolito
fitotoxico. En la fraccion de hexano se encontr6 el Paquibasin que es
antimicrobiano y en la fraccibn de hexano y de acetato de etilo se
encontraron las Coningininas (A y C) que en algunas plantas son

promotoras del crecimiento vegetal.
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PERSPECTIVAS

1.

Determinar si las Coningininas de T. asperellum tienen un papel en la
activacion de la ATPasa de H* de la MP en la fraccion de hexano y también
si promueven el crecimiento del maiz.

Mejorar el protocolo de fraccionamiento del exudado

Identificar a todos los metabolitos presentes en el exudado de T. asperellum
Determinar la capacidad de promocion del crecimiento vegetal o biocontrol
de patogenos de algunas de las moléculas de las que si se obtuvo su
identificacion.

Producir mutantes en T. asperellum que sean incapaces de secretar
algunos metabolitos, para identificar si participan en la promocion del
crecimiento del maiz.

Determinar el nimero y longitud de los pelos radiculares en las plantas que
pasaron por los diferentes tratamientos para determinar si también hubo
estos cambios que pudieran afectar la superficie radicular.
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Anexo A Metabolitos secundarios buscados en el exudado y las fracciones de Trichoderma

asperellum
I, Lo Férmula Concentraci . F.
Compuesto Aplicacién M. monoisotépica L, . Efecto Referencia Exudado F. EtOAc |F. acuosa
minima on hexano
Antifungico, Efectos inhibitorios a alta
| i6 i0 | Vinal .
6-pentil-2 H-piran-2-ona|  PTOTOter de 166.0994 C10H1402 [0.166mg /1| Ccomcentraciony promocion del inale etal, no no si no
crecimiento, crecimiento a baja concentracién 2008
aroma de coco en plantulas de trigo
T S S
L. . Inhibidor de 100y 10 ug Inhlblc!on de hasta 45% y 33% en Vinale et al.,
acido harzianico L 365.1838 C19H27NO6 . la longitud del tallo en plantas de no no no no
crecimiento / semilla 2009a
canola
Atroviridi L;Ct"f'd_ad 196213 C92H151N2302 Zelazowska et
roviridin ?n agonu-:a y . 4 al., 2007 no no no no
micoparasitaria
Aurocitrin Anti ca.m-:?r.lgeno, 286.1569 C18H2203 Berkaew etal,, no no no no
antibidtico 2008
Zh t al.
Chrisopanol Neuroprotector 254.0579 C15H1004 azooiga . no no no no
Inhibié el crecimiento de
Inhibidor de Cutleretal.,
Ciclonerodiol o 223.1698 C14H2302 0.001 M coledptiles de trigo hasta en un no no no no
crecimiento 1991b
61%
Cutler et
Antifungico, al. 1991a;
Coningininas (A y C) regfjla'dor del 284.1988 C16H2804 10-3M Inhibicién de t?oleoptllos de trigo || Ghisalberti and o si si no
crecimiento de etiolados Rowland 1993,
plantas Parker et
al. 1995a, b
Inhibidor de Inhibicion completa del Cutler et al.,
Coningininas By E crecimiento 282.3988 C16H2604 10-3 M |[crecimiento de coledpticos de trigo|| 1991a, Parker no no no no
etiolados et al., 1995a)
Reduce la difusién
lateral de los Ermakova
Ergosterol lipidos y aumenta 396.3392 C28H440 M no no no no
Zuev 2017
el grosor de la
bicapa
Ferricrocina Transporte de 717.3293 C28H47N9013 Llina y Neilands no no no no
hierro 1973
Fleephilona Inhibicién de 441.179 C24H27NO7 | hasta 200 Quan-Cutrone et no no no no
proteina REV pg/mL al., 1996
Gliotoxina Supresor del 326.0395 C13H14N204S2 Bhatnagary Kim no no no no
sistema inmune 2015
r:nzr:gfrlj; Crecimiento y la respuesta de Vinale et al
Harzianolide g. N 222.1256 C13H1803 1mg/L defensa en plantulas de Brassica : no no si no
crecimiento de . 2006, 2008
napus y Solanum lycopersicum
plantas
Inhibi |
Harzianopiridona n Il?ld?r de 281.1263 C14H19NOS 10-3 M Inhibicién completa y citotoxicidad Cutlery Jacyno no no no
crecimiento 1991
Ishik t al.
Massoilactone Control biolégico 168.115 C10H1602 sl az‘g;; als no no no no
Inhibidor de la Hashimoto et
Melanoxadina biosintesis de la 169.0739 C8H11NO3 al. 1995 no no no no
melanina v
Mevastatin A“t'e""e:)ec'm'e"t 390.2406 C23H3405 Sikorski 2007 no no no no
Antifuncico,
Pachybasin antiviral, 238.063 C15H1003 Liu et al., 2009 no si no no
anticancerigeno
. Inhibidor de Inhibidor en coleoptilos trigo Macias et
Trichocarane C 256.2038 10-3 M no no no
crecimiento C15H2803 ahiladas (hasta 80%) al. 2000
Trichocaranes Ay B |nh|k?ld-0r de 254.1882 C15H2603 10-4 M Inhlbld_or en coleoptilos trigo Keswani et al., o o o o
crecimiento ahiladas (hasta 40%) 2014
Trichopolyns Insecticida 1187.826 C61H109N1101 SugatT. etal, no no no no
2 2015
Inhibidor del crecimiento de raices
y brotes en ensayos de crecimiento
de plantulas de Oryza sativa (87%
y 32%), Vigna radiata (67% y 68%,
trichosetina Inhibidor de 302.163 C17H22N203 | 10 pg / mi respectivamente), Medicago sativa| Marfori et al. ( o o o o
' ! crecimiento : He (82 % y 81%, respectivamente), 2002
Capsicum frutescens (93% y 67%,
respectivamente) y Lycopersicum
esculentum (91% y 88%,
respectivamente
Antimicdtico de
Viridin amplio espectro, 352.0947 C20H1606 Briany no no no no
antineoplasico, McGowan 1945
antiaterosclerosis
Viridiofungin C Antifdngico 614.3203 C33H46N209 Ma "Idallg; et no no no no
al.,
Herbicida y 62 Sakuno et
Viridiol antienvejecimient 354.1103 C20H1806 al. 2000; Heraux no no si si
o et al. 2005b
a-phellandrene Antimicrobiano 136.1252 C10H16 4 mg/mL Iscan etal., no no no no

2012




Anexo B

Tabla 4. Protocolo seguido para la determinacién de hidrolisis de ATP en las fracciones microsomales de

coleoptilo y raiz de maiz Chalquefio.

a) Coleoptilo
Tubos Medio de Na3vVO4 | Mezclade | Proteina | Extracto| 20mina t (min) SDS
eppendorf | hidrdlisis (uL)| (10mM) |[inhibidores| (10ug) (8uL) 30°C (150pL)
1 - - 9.25uL 0
2 140.75 - - 0.5
3 - - 1
5 137.75 \l/ - 2
6 - 2.5
7 - 21l 3
8 119.75 - \l, 3.5
9 - 4
10 - - 9.25 UL 4.5
.25
11 140.75 - - 5
(Buffer)
12 - - 5.5
13 - - 150 pL - -
14 140.75 - - SDS+9.25 , - -
15 - - HL (prot) - -
b) Raiz
Tubos Medio de Na3v04 | Mezclade | Proteina | Extracto| 20mina t (min) SDS
eppendorf [Hidrdlisis (uL) | (10mM) |[inhibidores| (10ug) (uL) 30°C (150pL)
1 - - 7.40 uL 0
2 132.75 - - 0.5
3 - - 1
4 3L - 1.5
5 129.75 \l/ - 2
6 R 2.5
7 - 21l 3
8 111.75 - \l/ 3.5
9 i / 4
10 - - 2 40Ul 4.5
A0 U
132.75 - R

1 (Buffer) > 7
12 - - 5.5
13 - - 150 L - -
14 132.75 - - SDS+7.40 N N - -
15 - - ML (prot) - -

*MI: Mezcla de inhibidores compuesta de KNOs3 (1M), NaN3 (100 mM), Na2MoO4 (100 mM)
*MH: Medio de hidrodlisis
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Tabla 5. Protocolo seguido para la determinacion de hidrélisis de ATP en las fracciones microsomales de raiz

de maiz Chalquefio, utilizando la Fraccion Hexanica.
Fraccién/ F. .
Tubos . 20min a .
eppendorf MH (uL) MI (pL) Solvente |Microsomal 30°C t(min) | SDS (150uL)
(pL) (L)
1.1 150uL SDS + - - -
1.2 146.7 3.3SDS pL - - -
1.3 Prot - - -
F. Hexanica
1 146.45 - 0.25 3.3 20'a30°C 0 150uL
2 146.2 - 0.5 0.5
3 145.95 - 0.75 1
4 145.7 - 1 1.5
5 145.2 - 1.5 2
6 144.7 - 2 2.5
7 143.2 - 3.5 3
8 141.7 - 5 3.5
9 125.45 7 0.25 4
10 125.2 0.5 4.5
11 124.95 0.75 5
12 124.7 1 5.5
13 124.2 1.5 6
14 123.7 2 6.5
15 122.2 3.5 7
16 1207 Vv 5 / v 7.5 /
DMF
17 146.45 - 0.25 3.3 20'a30°C 8 150ul
18 146.2 - 0.5 8.5
19 145.95 - 0.75 9
20 145.7 - 1 9.5
21 145.2 - 1.5 10
22 144.7 - 2 10.5
23 143.2 - 3.5 11
24 141.7 - 5 11.5
25 125.45 21 0.25 12
26 125.2 0.5 12.5
27 124.95 0.75 13
28 124.7 1 13.5
29 124.2 1.5 14
30 123.7 2 14.5
31 122.2 3.5 15
32 1207 VvV 5 / v 15.5 /
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Tabla 6. Protocolo seguido para la determinacién de hidrélisis de ATP en las fracciones microsomales de raiz

de maiz Chalquefio, utilizando la Fraccion de Acetato de
Tubos MH (L) M (L) Fraccién / F. Microsomal | 20mina t (min) SDS
eppendorf Solvente (uL) (L) 30°C (150uL)
1.1 - - -
0 1467 150uL SDS +3.3 - - -
SDS pl Prot
13 - - -
AcEtOH
1 146.45 - 0.25 3.3 20a30°C 0 | 150uL
2 146.2 - 0.5 0.5
3 145.95 - 0.75 1
4 145.7 - 1 1.5
5 145.2 - 15 2
6 144.7 - 2 2.5
7 143.2 - 3.5 3
8 141.7 - 5 3.5
9 125.45 21 0.25 4
10 125.2 0.5 4.5
11 124.95 0.75 5
12 124.7 1 5.5
13 124.2 15 6
14 123.7 2 6.5
15 122.2 3.5 7
16 120.7 \ 5 / 7.5 \
DMF
17 146.45 - 0.25 33 20°a30°C 8 | 150uL
18 146.2 - 0.5 8.5
19 145.95 - 0.75 9
20 145.7 - 1 9.5
21 145.2 - 1.5 10
22 144.7 - 2 10.5
23 143.2 - 3.5 11
24 141.7 - 5 11.5
25 125.45 21 0.25 12
26 125.2 0.5 12.5
27 124.95 0.75 13
28 124.7 1 13.5
29 124.2 1.5 14
30 123.7 2 14.5
31 122.2 3.5 15
32 120.7 5 / 15.5 \
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Tabla 7. Protocolo seguido para la determinacion de hidrolisis de ATP en las fracciones microsomales de raiz

de maiz Chalquefio, utilizando la Fracciéon Acuosa.

Fraccién / F. .
Tubos . 20min a .
eppendorf MH (uL) MI (L) Solvente | Microsomal 30°C t(min) | SDS (150puL)
(pL) (uL)
11 150uL SDS + - ] i
1.2 146.7 3.3SDS pL - - -
1.3 Prot - - _
F. Acuosa
1 146.45 - 0.25 3.3 20°a30°C 0 150uL
2 146.2 - 0.5 0.5
3 145.95 - 0.75 1
4 145.7 - 1 1.5
5 145.2 - 1.5 2
6 144.7 - 2 2.5
7 143.2 - 3.5 3
8 141.7 - 5 35
9 125.45 21 0.25 4
10 125.2 0.5 4.5
11 124.95 0.75 5
12 124.7 1 5.5
13 124.2 1.5 6
14 123.7 2 6.5
15 122.2 3.5 7
16 120.7 5 v 7.5
S/Disolvente
17 146.7 - - 33 20'a30°C 8 1500l
18 - - 8.5
19 - - 9
20 - - 9.5
21 - - 10
22 - - 10.5
23 - - 11
24 v - - 11.5
5 125.7 21 - 12
26 - 12.5
27 - 13
28 - 13.5
29 - 14
30 - 14.5
31 - 15
32 \ - v 15.5

66




Tabla 8. Protocolo seguido para la determinacién de hidrolisis de ATP en las fracciones microsomales de raiz

de maiz Chalquefio, utilizando 6PP.

Fraccion / F. )
Tubos . 20mina .
eppendorf MH (uL) MI(uL) | Solvente |Microsomal 30°C t(min) | SDS (150uL)
(L) (L)
1.1 150uL SDS + - - -
12 146.7 3.35DS pL i ] ;
1.3 Prot - R -
6-pp
L 146.2 - 0.5 3.3 20'a30°C 0 1500l
2 145.7 - 1 05
3 145.2 - 15 1
4 144.45 - 2.25 15
5 143.7 - 3 5
6 142.95 - 3.75 25
7 142.2 - 4.5 3
8 141.45 - 5.25 35
9 125.2 271 0.5 4
10 124.7 1 s
11 124.2 1.5 5
12 123.45 2.25 55
13 122.7 3 6
14 121.95 3.75 6.5
15 121.2 45 7
16 120.45 v 5.25 / \7 75 .
EtOH
17 146.2 - 0.5 3.3 20'a30°C 8 150ul
18 145.7 - 1 85
19 145.2 - 1.5 5
20 144.45 . 2.25 9.5
21 143.7 - 3 10
22 142.95 - 3.75 10.5
23 142.2 - 45 1
24 141.45 - 5.25 115
25 125.2 21 0.5 12
26 124.7 1 125
27 124.2 15 13
28 123.45 2.25 135
29 122.7 3 1
30 121.95 3.75 14.5
31 121.2 4.5 15
32 120.45 v 5.25 / % 155 .
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