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Resumen 
 
 
 
La acetiltransferasa de histonas TGF-1 regula el micoparasitismo y el 
metabolismo secundario en el hongo filamentoso Trichoderma atroviride 
 
El género Trichoderma es usado como agente de biocontrol contra una gran 
variedad de hongos fitopatógenos y oomicetos. Trichoderma spp. antagoniza a los 
fitopatógenos a través de la liberación de enzimas líticas, antibiosis y 
micoparasitismo. En este trabajo analizamos el papel de la acetilación de histonas 
sobre el micoparasitismo y la antibiosis de Trichoderma atroviride contra el hongo 
fitopatógeno Rhizoctonia solani. Utiizamos la tricostatina A (TSA), un inhibidor de 
desacetilasas de histonas, para promover la acetilación de histonas en T. 
atroviride, evaluar su efecto sobre el micoparasitismo y la síntesis de compuestos 
antimicrobianos contra R. solani, así como la transcripción de genes relacionados 
con el micoparasitismo (prb-1 y ech-42) y la antibiosis (pbs-1 y tps-1). La TSA 
afectó ligeramente el crecimiento de T. atroviride y R. solani, pero no el 
crecimiento del micoparásito sobre R. solani y produjo un aumento en la síntesis 
de compuestos antimicrobianos por T. atroviride. Además, el análisis de expresión 
de prb-1, ech-42, pbs-1 y tps-1 mostró que estos genes son regulados 
negativamente por la presencia de TSA y R. solani. Por otro lado, la deleción del 
gen tgf-1 de T. atroviride, que codifica la histona acetiltransferasa TGF-1 ortóloga 
a Gcn5p de Saccharomyces cerevisiae provocó un crecimiento lento, hifas más 
delgadas y menos ramificadas que las del tipo silvestre pero no afectó la 
capacidad para enrollar las hifas de R. solani. T. atroviride Δtgf-1 fue incapaz de 
sobrepasar el crecimiento de R. solani pero tuvo mayor capacidad para inhibir su 
crecimiento. La expresión de prb-1, ech-42, pbs-1 y tps-1 en Δtgf-1 disminuyó en 
presencia y ausencia de R. solani. Además, la cepa de T. atroviride Δtgf-1 
confrontada consigo misma y con la cepa silvestre perdió la manera de 
identificarse con la cepa silvestre y reconocerse a sí misma, ya que mostró una 
marcada zona de lisis; también perdió la capacidad de reconocer, defenderse o 
antagonizar a otras especies de Trichoderma. Estos resultados indican que la 
acetilación de las histonas desempeña un papel crucial en el micoparasitismo, la 
competencia, el metabolismo secundario y la regulación génica en T. atroviride. 
 
Palabras clave: GCN5, acetilación de histonas, antibiosis, micoparasitismo, 
metabolismo secundario, Tricostatina A. 
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Abstract 
 
 
 
Histone acetyltransferase TGF-1 regulates Trichoderma atroviride secondary 
metabolism and mycoparasitism 
 

The genus Trichoderma is used as a biocontrol agent against a large number of 
airborne and soilborne phytopathogens. Trichoderma spp. antagonize 
phytopathogens through the release of lytic enzymes, antibiosis and 
mycoparasitism. In this study we analyzed the role of histone acetylation on 
mycoparasitism and antibiosis of Trichoderma atroviride against the phytopathogen 
Rhizoctonia solani. We used Trichostatin A (TSA), a histone deacetylase inhibitor, 
to promote histone acetylation in T. atroviride, to asses its role in mycoparasitism 
and synthesis of antimicrobial compounds against R. solani, as well as in the 
transcription of genes related to mycoparasitism (prb-1 and ech-42) and antibiosis 
(pbs-1 and tps-1). TSA slightly affected T. atroviride and R. solani growth, but not 
the ability of the mycoparasite to grow over R. solani. Application of TSA to the 
medium induced the synthesis of antimicrobial compounds by T. atroviride. 
Additionally, prb-1, ech-42, pbs-1 and tps-1 were negatively regulated by TSA and 
R. solani. On the other hand, deletion of the T. atroviride tgf- 1 gene encoding the 
histone acetyltransferase TGF-1 orthologous to Gcn5p from Saccharomyces 
cerevisiae caused a decrease in growth rate, thinner and less branched hyphae 
but did not affect the ability to coil R. solani hyphae. T. atroviride Δtgf-1 was 
incapable to overgrow R. solani but enhanced the ability to inhibit its growth. 
Expression of prb-1, ech-42, pbs-1 and tps-1 decreased in the presence and 
absence of R. solani. Besides, the T. atroviride Δtgf-1 strain co-cultured with the 
wild type strain or herself lost its ability to identify the wild-type strain and to 
recognize itself and also lost the ability to recognize, defend itself or antagonize 
other species of Trichoderma. These results indicate that histone acetylation plays 
a crucial role in T. atroviride mycoparasitism, competence, secondary metabolism 
and gene regulation. 
 
Keywords: GCN5, histone acetylation, antibiosis, mycoparasitism, secondary 
metabolism, Trichostatin A. 
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INTRODUCCIÓN 
 

En los últimos años se ha buscado mejorar la vida humana en muchos aspectos; 

entre ellos, en la agricultura se han desarrollado nuevas tecnologías que sean 

ambiental y económicamente amigables. En el caso del manejo de las 

enfermedades de plantas producidas por organismos fitopatógenos se han 

buscado alternativas como es el uso de agentes de control biológico (ACB) 

(Naher et al., 2014; Schmoll et al., 2014). Actualmente, se conocen varios ACB 

por ejemplo, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Aspergillus flavus, 

Trichoderma (e.g. T. virens, T. atroviride), Verticillium biguttatum y Pythium 

oligandrum entre otros (Koumoutsi et al., 2004; Mavrodi et al., 2002; Atehnkeng et 

al., 2008; Gilardi et al., 2008; Daguerre et al., 2014). 

 

Entre los ACB, el género Trichoderma es uno de los más versátiles y más usados. 

Las especies del género Trichoderma son hongos típicamente cosmopolitas, 

ubícuos en ecosistemas terrestres, saprófitos que se alimentan de madera en 

descomposición y restos vegetales (Kubicek et al., 2008; Druzhinina et al., 2011). 

También son conocidos como productores de enzimas, proteínas recombinantes 

(Lorito et al., 2010) y metabolitos secundarios a nivel industrial; y son utilizados 

exitosamente para combatir hongos fitopatógenos (Desai et al., 2002; Harman, 

2006). Dentro del género Trichoderma las especies que se han usado como ACB 

son T. harzianum, T. atroviride, T. virens y T. asperellum (Grinyer et al., 2005; 

Marra et al., 2006; Seidl et al., 2009; Abbas et al., 2017). 

 

Un análisis de la secuencia del genoma de tres especies de Trichoderma (T. 

atroviride, T. virens y T. reesei) encontró que el micoparasitismo es el estilo de 

vida ancestral del género Trichoderma (Kubicek et al., 2011). Así mismo, un 

análisis de estas tres especies de Trichoderma contra R. solani; encontró que el 

modo de acción antagónico de T. virens es mediante una interación tipo 

depredación, en tanto que T. atroviride expresa una interacción de parasitismo y 
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T. reesei muestra una interacción neutral con señales débiles de micoparasitismo 

(Atanasova et al., 2013).  

 

Trichoderma atroviride como ACB 

T. atroviride es un hongo fungicida con un amplio espectro de acción. Funciona en 

el suelo contra agentes que provocan pudriciones de raíces como oomicetos de 

los géneros Pythium, Phytophtora y hongos de los géneros Rhizoctonia y 

Fusarium; o bien, contra enfermedades de órganos aéreos como las causadas 

por hongos de los géneros Botrytis o Stereum (Ogoshi, 1987; Scherm et al., 2009; 

Omann y Zeilinger, 2010).  

 

El mecanismo usado por T. atroviride para antagonizar hongos fitopatógenos 

incluye cuatro modos de acción: 1) la competencia por espacio y nutrientes (Elad, 

1996; Howell, 2003); 2) la antibiosis (Kubicek et al., 2001; Viterbo et al., 2002; 

Chen, et al., 2009); 3) el micoparasitismo (Mukherjee et al., 2008; Daguerre et al., 

2014; Vos et al., 2015), y 4) la estimulación de los sistemas de defensa de la 

planta (Hermosa et al., 2012; Shoresh et al., 2010; Salas-Marina et al., 2011, 

2015). 

 

Durante el micoparasitismo T. atroviride dirige su crecimiento mediante 

compuestos producidos por el huésped (quimiotropismo) (Chet et al., 1981), 

realiza un reconocimiento mediado por lectinas (Inbar y Chet, 1992), se adhiere 

sobre la pared del patógeno por medio de la formación de estructuras 

especializadas tipo apresorio, lleva a cabo la lisis de la pared celular del huésped 

por medio de enzimas líticas como proteasas, quitinasas, glucanasas y lipasas 

(Lorito et al.,1996; Schuster y Schmoll, 2010) y metabolitos secundarios como 

peptaiboles y compuestos con actividad antibiótica (Reino et al., 2008; 

Mathivanan et al., 2008); para finalmente realizar la asimilación del contenido 

celular del huésped (Steyaert et al., 2003; Benítez et al., 2004) (Figura 1). 

 



3 
 
 

Figura 1. Proceso micoparasítico del hongo T. atroviride sobre R. solani. 
1) Muestra la confrontación de los dos hongos. 2) Muestra un acercamiento en el área de 
interacción por microscopía, donde se observa la manera en que T. atroviride enrolla la 
hifa de R. solani. 3) una vez que se retiran las hifas de T. atroviride, se observan los 
orificios realizados por T. atroviride sobre la hifa de R. solani, a través de la acción de 
enzimas líticas producidas por T. atroviride (Modificado de Casas-Flores, 2008). 
 
 
El modelo micoparásito-huésped que se tiene a la fecha, sugiere que la 

producción de enzimas líticas (independiente del contacto entre los hongos) y la 

formación de estructuras de infección son activadas por la unión de una molécula 

difusible producida por el huésped a los receptores del parásito (e.g. productos de 

degradación de su pared celular, proteínas o toxinas) (Cortes et al., 1998; Kullnig 

et al., 2000; Zeilinger y Omann, 2007; Brunner et al., 2008). Woo et al., (2006), 

identificaron que las moléculas difusibles son de bajo peso molecular derivadas 

del hongo huésped y están hechas de pequeños oligosacáridos (e.g., un 

manoacetilquitobiosa unida a dos unidades de celobiosa) unidos a un aminoácido 

(valina u ornitina). Por esto, se ha observado que la señalización y respuesta 

micoparasítica depende del huésped (Daguerre et al., 2014).  

 
Producción de enzimas líticas 

Los ACB incluido T. atroviride llevan a cabo la producción de una amplia variedad 

de enzimas líticas; de éstas, el uso de quitinasas, glucanasas y proteasas es casi 

universal (Sanz et al., 2004; Parmar et al., 2015; Vos et al., 2015). Estas enzimas 

líticas son usualmente extracelulares, de bajo peso molecular y altamente 

estables. Estas enzimas son producidas en múltiples formas o isoenzimas que 

difieren en tamaño, regulación y habilidad para degradar la pared celular (Koga et 

R. solani 

1 2 

3 
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al., 1999; Daguerre et al., 2014). En Trichoderma, el sistema quitinolítico puede 

ser muy robusto. Por ejemplo, en T. ressei se identificaron 38 enzimas, en T. 

virens 50 enzimas y T. atroviride 52 enzimas, todas ellas comprendidas en 6 

familias de glicosil hidrolasas (Kubicek et al., 2011). Varios de los componentes 

de este sistema quitinolítico son mutuamente complementarias en mecanismo de 

acción; pero se requiere que el sistema esté completo para obtener una máxima 

eficacia (Hasan et al., 2014). 

 

Las quitinasas son una herramienta efectiva para la completa degradación del 

micelio o conidias del hongo fitopatógeno. Sin embargo, las proteasas 

extracelulares de Trichoderma spp. participan de manera importante en la lisis de 

la pared celular del hongo fitopatógeno, porque la quitina y/o fibras de β-glucanos 

están embebidas en una matriz de proteínas. Algunas de las proteasas 

secretadas también pueden estar involucradas en la inactivación de enzimas 

extracelulares del hongo fitopatógeno (Elad y Kapat, 1999). En T. atroviride se 

identificaron tres tipos de proteasas, una similar a serin-proteasas vacuolares con 

6 isoformas, una proteasa A vacuolar y una proteasa del tipo tripsina (Grinyer et 

al., 2005). 

 

De las enzimas líticas involucradas en el proceso de micoparasitismo en T. 

atroviride, se ha estudiado a la proteasa PRB-1 y a la endoquitinasa ECH-42. 

Geremia et al., (1993) identificaron el gen de una proteasa básica (prb-1), que se 

indujo por micelio esterilizado por presión/vapor de agua, paredes celulares del 

hongo fitopatógeno o quitina. Esta proteína se caracterizó de acuerdo con el 

residuo catalítico de su sitio activo como serin-proteasa, del tipo subtilisina de 31 

kDa (Page y Di Cera, 2008).  

 

Carsolio et al., (1994) caracterizaron un gen (ech-42) que codifica para una 

endoquitinasa de 42 kDa, que se induce por quitina y contacto directo con el 

micelio de R. solani. ECH-42, de acuerdo con la similitud de su secuencia de 

aminoácidos, pertenece a la familia 18 de las glucosil hidrolasas conocidas como 
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quitolectinas (Adams, 2004; Duo-Chuan, 2006; Funkhouser y Aronson, 2007). Las 

cepas sobreexpresantes de los genes prb-1 y ech-42 demostraron proveer una 

mayor protección a las plantas contra hongos patógenos (Carsolio et al., 1999; 

Flores et al., 1997). 

 

Producción de metabolitos secundarios 

Además de la producción de enzimas líticas, los hongos del género Trichoderma 

producen una amplia variedad de metabolitos secundarios con actividad 

antibiótica implicados en el control biológico de fitopatógenos (Reino et al., 2008; 

Vinale et al., 2014). Los metabolitos secundarios son compuestos orgánicos de 

bajo peso molecular que funcionan como señales químicas para la comunicación 

entre células de la misma especie o de especies diferentes (Netzker et al., 2015; 

Contreras-Cornejo et al., 2016). Además, son usualmente producidos como 

familias de compuestos relacionados y los genes que codifican para las proteínas 

involucradas en el metabolismo secundario, generalmente se encuentran en 

clústers localizados en regiones silenciadas transcripcionalmente (Keller et al., 

2005; Brakhage, 2013), generalmente en regiones subteloméricas (Merrick y 

Duraisingh, 2006; Andersen et al., 2013; Zeilinger et al., 2016). 

 

Los metabolitos con actividad antibiótica en Trichoderma pueden ser clasificados 

en dos tipos: 1) los metabolitos volátiles y de bajo peso molecular que incluyen: 

compuestos aromáticos simples, algunos policétidos tales como las pironas y los 

butenólidos, los terpenos volátiles y los metabolitos isociano. Y 2) los metabolitos 

polares de alto peso molecular como los peptaiboles (Cardoza et al., 2005; 

Kubicek y Harman, 1998). Dentro de los metabolitos secundarios volátiles de bajo 

peso molecular, la 6-pentil-α-pirona (6PP) es el antifúngico más importante y 

mejor caracterizado (Vinale et al., 2006), y confiere el característico olor a coco de 

Trichoderma atroviride (Dodd et al., 2003). Un ejemplo en T. virens, es una 

mutante deficiente en el metabolismo secundario, la cual no produjo viridina ni 

viridiol. Al comparar la secuencia de los genes de esta mutante, se observó que 

se encuentran en un clúster similar a aquellos involucrados en el metabolismo 
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secundario de otros hongos como Gibberella fujikuroi, Aspergillus oryzae y 

Fusarium graminearum. Este clúster incluye la secuencia de tres genes de 

citocromo P450 y el gen de una terpeno ciclasa. La organización parcial de este 

cluster, se parece al cluster para la biosíntesis de giberelinas. Por lo que 

propusieron que este cluster está asociado con la producción de terpenos, 

viridina/viridiol (Mukherjee et al., 2006).  

 

Los peptaiboles son péptidos lineales con propiedades antibacteriales, 

antifúngicas y ocasionalmente antivirales (Mathivanan et al., 2008; Mukherjee et 

al., 2011). Contienen de 5-20 aminoácidos y característicamente tienen un grupo 

N-terminal acetilado, un C-terminal reducido en alcoholes, tales como fenilalaninol 

o leucinol. Los peptaiboles contienen amino e imino ácidos inusuales incluyendo 

el ácido α-aminoisobutíruco, la isovalina, la β-alanina y la hidroxiprolina. 

Actualmente se conocen más de 300 estructuras de peptaiboles y están 

agrupados en 9 subfamilias (Whitmore y Wallace, 2004; Stoppacher et al., 2007). 

El tipo de familia de peptaiboles producido en Trichoderma es específico de 

especie (Degenkolb et al., 2006). En T. harzianum se ha reportado la producción 

de diferentes familias de peptaiboles como, harzianinas, trichokinidinas, 

trichorozinas y trichozianinas (Szekeres et al., 2005). En T. atroviride se han 

descrito las familias de peptaiboles atroiviridinas y trichorzianinas (Neuhof et al., 

2007). 

 

Una característica común de los peptaiboles es su biosíntesis por las péptido 

sintetasas no-ribosomales (NRPS, de sus siglas en inglés) (Degenkolb et al., 

2003). Las NRPS tienen una estructura modular básica que contiene los 

dominios: A-activación (realiza la selección de los aminoácidos y adenilación), T o 

PCP-dominio (portador del grupo peptidil) y C-condensación (formación del enlace 

peptídico) (Prieto, 2016; Miller y Gulick, 2016). La presencia al menos del dominio 

A en cada enzima NPRS facilita su identificación en los genomas fúngicos 

(Soukup et al., 2016). 
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Se observó que una PPTasa (enzima 4-fosfopanteteinil transferasa) específica es 

co-expresada con el clúster de NRPS (Beld et al., 2014). Por ejemplo, una 

mutante Δppt1 de T. virens, gen que codifica para una PPTasa, produjo conidias 

no pigmentadas, fue incapaz de sintetizar peptaiboles y de inhibir el crecimiento 

de hongos fitopatógenos y oomycetes in vitro tales como Alternaria solani, 

Phytophthora capsici, Sclerotium rolfsii y R. solani (Velázquez-Robledo et al., 

2011). Bansal y Mukherjee (2016), hicieron el análisis del genoma de tres 

especies de Trichoderma e identificaron en T. reesei un clúster de NRPS, en T. 

virens ocho clústers de NRPS y en T. atroviride cuatro clústers de NRPS. Incluso 

se ha observado, que una sola NRPS puede producir uno o más tipos de 

peptaiboles (Wei et al., 2005; Viterbo et al., 2007; Mukherjee et al., 2011).  

 

Komon-Zelazowska et al., (2007) presentaron la estructura de la peptaibol 

sintetasa (PBS1) de T. atroviride, la cual consiste de 19 módulos de péptido 

sintetasa típicos con el dominio adicional modificador de los extremos amino (N-) 

y carboxi (C-) -terminal. Se ha propuesto que la actividad biológica de los 

peptaiboles “largos” (>16 residuos) está ligada a su potencial para asociarse y 

formar canales iónicos en la membrana- bicapa lipídica, donde los peptaiboles 

“cortos” forman diferentes tipos de agregados (Boheim, 1974; Chugh y Wallace, 

2001; Schuhmacher et al., 2007; Mukherjee et al., 2011). 

 
Se ha propuesto que la acción conjunta y sincronizada de las enzimas hidrolíticas 

y los antibióticos, potencian la actividad antagónica de T. atroviride sobre su 

huésped (Keswani et al., 2014). La digestión enzimática de la pared celular por las 

enzimas hidrolíticas, facilitan la penetración de los antibióticos, permitiendo una 

concentración local mayor en la membrana. A su vez, la penetración de 

peptaiboles en la membrana-bicapa lipídica reduce la habilidad del huésped para 

reparar la pared celular inhibiendo la síntesis de quitina y β-glucanos (Lorito et al., 

1996; Schirmböck et al., 1994). 
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Estructura y función de la cromatina 

El ADN se encuentra organizado en una estructura denominada cromatina. La 

unidad fundamental de esta estructura es el nucleosoma, el cual está compuesto 

por un octámero de histonas H2A, H2B, H3 y H4, dos de cada una y de 146 pb de 

ADN enrollado alrededor de estas. Estas histonas son proteínas básicas, 

altamente conservadas, que consisten de un dominio globular y una cola N-

terminal flexible (Grunstein, 1997). Los extremos N-terminal de las histonas son 

susceptibles a modificaciones químicas postraduccionales. Estas modificaciones 

afectan la estructura de la cromatina permitiendo un estado relajado (Eucromatina) 

asociado con la activación de la transcripción génica, o bien a un estado 

condensado (Heterocromatina) que se relaciona con la represión transcripcional 

(He y Lehming, 2003). La acetilación de las histonas, permiten el incremento de la 

accesibilidad del ADN a la maquinaria transcripcional (Imohf, 2003; Girdwood et 

al., 2003).  

 

Acetilación de las histonas 

La acetilación fue descrita por primera vez en 1963 (Phillips, 1963) y las proteínas 

que participan en este proceso, son las acetiltransferasas (HAT, por sus siglas en 

inglés Histone Acetyl Transferase) y desacetilasas de histonas (HDAC, por sus 

siglas en inglés Histone DeACetylase). Donde las HATs y las HDACs presentan 

un acción directa sobre la cromatina y la regulación transcripcional (Struhl, 1998; 

Brosch et al., 2008). La acetilación no es exclusiva de las histonas, aunque 

muchas proteínas acetiladas parecen ser nucleares y estar asociadas con la 

regulación de la transcripción; también se ha reportado que hay 

acetilación/desacetilación de proteínas en el citoplasma y en la mitocondria; lo 

que sugirie una distribución más amplia de lo que se había anticipado (North et 

al., 2003; Ledent y Vervoort, 2006). Por otro lado, se ha observado que la 

actividad de las HATs y HDACs, es regulada a través de fosforilación. Pero 

también pueden ser reguladas a través de otras modificaciones, por ejemplo, la 
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HDAC4 requiere ser sumoilada para su completa actividad (Legube y Trouche, 

2003).  

 

Las HATs catalizan la transferencia de un grupo acetilo del acetil-CoA al grupo ε-

amino de los residuos de lisinas en el extremo N-terminal de las histonas; esto 

relaja la asociación del ADN y el octámero de histonas, y permite que la 

maquinaria de transcripción tenga accesible el ADN. Mientras que las HDACs 

realizan la función contraria, remueven el grupo acetilo de las lisinas acetiladas en 

los extremos N-terminales de las histonas para compactar los nucleosomas, 

silenciar la cromatina y evitar la transcripción de los genes (Figura 2) (Cuperlovic-

Culf y Culf, 2014). 

 

    
Figura 2. Reacción reversible de acetilación/desacetilación. 
La lisina está cargada positivamente en su cadena lateral situada en el carbono ε (épsilon-
amino). Este grupo amino puede ser acetilado por la HAT. Esta reacción puede ser 
revertida por la actividad de HDAC. La presencia de la carga positiva sobre la lisina de las 
colas de las histonas aumenta el potencial de interacciones electrostáticas con la carga 
negativa del fosfato de la columna vertebral del ADN. Tomado de Cuperlovic-culf y Culf, 
2014. 
 

Las HATs se clasifican en dos grupos: en la familia HAT “A” están aquellas 

acetilasas que se encuentran en el núcleo y que transfieren el grupo acetilo a las 



10 
 
 

histonas después de ensamblarse en los nucleosomas. A su vez, estas pueden 

ser subdivididas en tres subclases: GNAT (N-acetyltransferase family related 

Gcn5), MYST y otras (HAT1, Nut1). En la familia HAT “B” se encuentran las 

acetilasas que actúan en el citoplasma y que transfieren el grupo acetilo del Acetil-

CoA a un grupo -NH2 de histonas libres antes de ser depositadas en el ADN 

(Grunstein, 1997; Peserico y Simone, 2011; Furdas et al., 2012).  

 

Por otro lado, las enzimas HDACs están clasificadas como: A) HDACs clásicas 

que comprenden 3 clases, I) las relacionadas a RPD3, II) las relacionadas a 

HDA1, y III) las HD2-like. Y B) las sirtuinas, relacionadas a SIR2 (Graessle et al., 

2001). La clase I de HDACs se encuentra casi exclusivamente en el núcleo, 

mientras que las HDACs de clase II son capaces de salir y entrar al núcleo en 

respuesta a ciertas señales celulares. Las HDACs clásicas participan removiendo 

el grupo acetilo de las histonas por un sistema de liberación de carga. Un 

componente esencial de este sistema es la presencia del ión Zn2+ (Ruijter et al., 

2003). Por otro lado, las sirtuinas se encuentran en una gran variedad de 

compartimentos subcelulares (e.g. núcleo, citoplasma, mitocondria) y para 

deacetilar las acetil-lisinas requieren del cofactor NAD+ (Trojer et al., 2003; North y 

Verdin, 2004). 

 

Se ha reportado que las HATs y las HDACs (co-activadores y co-represores, 

respectivamente) se encuentran en grandes complejos de 10 a 20 subunidades y 

que algunos de los componentes son compartidos entre diferentes complejos 

(Shahbazian y Grunstein, 2007). Incluso, se ha encontrado que algunos de los 

complejos pueden contener ambas actividades de HAT y HDAC (Johnsson et al., 

2009). 

 

Un ejemplo de estos grandes complejos, es el complejo Ada2/Ada3/Gcn5 en S. 

cerevisiae, el cual es suficiente para una actividad HAT nucleosomal robusta 

(Spröte et al., 2008). El complejo SAGA/ADA (Spt/Ada/Gcn5 Acetyltransferase) 

tiene un papel importante en la indución específica de clústers de metabolismo 
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secundario, como esterigmatocistina, penicilina y terrequinonas en Aspergillus 

nidulans. Se ha observado por ejemplo, que el incremento en la acetilación de la 

H3K14 es un fenomeno global de todo el genoma; pero el incremento en la 

acetilación de la H3K9, es observada solo en los clústers génicos de metabolismo 

secundario (Nützmann et al., 2013).  

 

Kleff et al. (1995), identificaron y clonaron la primer acetiltrasferasa de histonas, la 

HAT1 de Sacharomyces cerevisiae. Sin embargo, las mutantes hat1 no tuvieron 

defectos obvios en el crecimiento o fenotipo, solo la carencia de la actividad 

enzimática. Un poco después, Brownell et al. (1996) identificaron una proteína de 

55 KDa en Tetrahymena thermophila, la cual fue ortóloga de Gcn5 (General 

Control Nonderepressible-5) de S. cerevisiae. La HAT Gcn5 es la mejor estudiada 

y es miembro fundador de la familia GNAT. Se sabe que Gcn5 acetila 

preferencialmente las lisinas 9, 14, 18 y 23 de la histona H3 (Kuo et al., 1998; 

Strahl y Allis, 2000); aunque también acetila las lisinas 8 y 16 de la histona H4 

(Trievel et al., 1999; Islam et al., 2011; Rosaleny et al., 2007).  

 

Por ejemplo, en hongos filamentosos se han identificado proteínas ortólogas a 

Gcn5 como GcnE en A. nidulans, que regula el clúster para la biosíntesis de 

penicilina (Nützmann et al., 2011). O el gen Umgcn5 en Ustilago maydis, el cual es 

ortólogo a GCN5 en S. cerevisiae. Las cepas mutantes en este gen, no fueron 

virulentas a plantas de maíz (González-Prieto et al., 2014; Martínez-Soto et al., 

2015). Otro ejemplo es el gen NGF-1, homólogo a GCN5 de S. cerevisiae en 

Neurospora crassa, cuyo producto es responsable de la acetilación inducida por 

luz (Brosch et al., 2008). El ortólogo de S. cerevisiae en T. ressei es el gen 

TrGcn5, el cual tiene un papel crítico en el crecimiento filamentoso, la 

morfogénesis y en la activación transcipcional de genes específicos, como el gen 

que codifica para la celulasa (Xin et al., 2013). 
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Desacetilación de histonas 

Por otro lado, Vidal et al. (1991) identificaron y describieron a Rpd3 en S. 

cerevisiae, pero fue Taunton et al. (1996), quienes relacionaron a Rpd3 con la 

actividad HDAC. Posteriormente, la histona deacetilasa 1 (HDAC1), fue clonada 

como el ortólogo humano de Rpd3 (Bjerling et al., 2002; Verdin y Ott, 2015). En 

general, las HDACs no parecen tener mucha especificidad por un grupo acetilo en 

particular; pero algunas de las HDACs de S. cerevisiae, tienen especificidad por 

una histona en particular: Hda1 por H3 y H2B, Hos2 por H3 y H4, y Sir2 por 

H4K16ac (Kouzarides, 2007).  

 

En A. nidulans RpdA, es una HDAC clase I y ortóloga del represor global Rpd3 de 

S. cerevisiae. RpdA es necesaria para el crecimiento, conidiación y regulación 

génica. La carencia de Rpd3 permite un aumento en la acetilación de las lisinas 5 

y 12 de la H4, y la lisina 18 de la H3 en los genes desreprimidos (Robyr et al., 

2002; Tribus et al., 2010). La deleción de hdaA (histona desacetilasa 1), la cual es 

una HDAC clase II en A. nidulans causa desregulación de clústers de genes que 

están localizados cerca de los telómeros, produciendo una expresión aumentada y 

precoz de los genes de esterigmatocistina y penicilina (Shwab et al., 2007). La 

ausencia de RpdA en A. nidulans y N. crassa es letal (Smith et al., 2010). En 

Aspergillus fumigatus, HdaA también participa en la regulación del metabolismo 

secundario (Lee et al., 2009).  

 

Inhibidores de HATs y HDACs 

El empleo de inhibidores de HDACs en hongos, ha permitido la sobreexpresión de 

muchos metabolitos secundarios, sugiriendo que las HDACs median la represión 

de ciertos clústers de genes de metabolitos secundarios (Shwab et al., 2007; Wu 

y Yu, 2015). El uso de inhibidores de las HDACs, permite incrementar el número 

de histonas acetiladas, y suponer como consecuencia la expresión masiva de 

genes (Van Lint et al., 1996). Sin embargo, se ha observado que la expresión de 
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genes parece ser más específica de lo esperado y afecta solamente al 2% de 

ellos (Pakneshan et al., 2004; Marks et al., 2000).  

 

Los inhibidores de HDACs funcionan bloqueando el acceso del sitio activo de las 

HDAC de manera reversible o irreversible (Ruijter et al., 2003). Entre los 

inhibidores de HDACs se encuentra la Tricostatina A (TSA), que pertenece al 

grupo de los ácidos hidroxámicos y fue aislado de la bacteria Streptomyces 

hygroscopicus (Graessle et al., 2001). Este compuesto inhibe a las HDACs clase I 

y II de manera reversible, y es efectivo en concentraciones nanomolares (Neissa y 

Guerrero, 2004; Szyf, 2009; Lamoth et al., 2015). Este inhibidor actúa  al desplazar 

el ión zinc y convierte en disfuncional el sistema de liberación de carga de las 

HDACs (Yoshida et al., 1995; Seto y Yoshida, 2014; Filippakopoulos et al., 2010).  
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JUSTIFICACIÓN 
 

Las especies de Trichoderma están entre los ACB más estudiados y actualmente 

son comercializados exitosamente como biopesticidas y biofertilizadores, por lo 

que existe gran interés por dilucidar el proceso de micoparasitismo. Se desconoce 

la manera en la que participan las modificaciones postraduccionales de las 

histonas regulando la actividad transcripcional en dicho proceso. En este trabajo 

se analizó el papel de la acetilación/desacetilación en el proceso micoparasítico y 

antagónico de T. atroviride contra el fitopatógeno R. solani mediante el uso del 

TSA para inhibir las HDACs clase I y II, así como la participación de la HAT TGF-1 

de T. atroviride codificada por el gen ortólogo a Gcn5 de S. cerevisiae. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Analizar el papel de la acetilación, mediante el efecto del TSA sobre las HDACs y 

la participación de la HAT TGF-1 en el micoparasitismo y el metabolismo 

secundario en T. atroviride, durante su interacción con el hongo fitopatógeno R. 

solani. 

 

Objetivos específicos 

Analizar el proceso micoparasítico y de antibiosis de T. atroviride contra R. solani 

en presencia de TSA. 

Analizar el papel de TSA en la expresión de genes relacionados a micoparasitismo 

(ech-42 y prb-1) y genes relacionados a antibiosis (pbs-1 y tps-1). 

Determinar la capacidad antagónica de la cepa mutante Δtgf-1 de T. atroviride 

contra R. solani. 

Analizar la interacción de la cepa mutante Δtgf-1 de T. atroviride con otras cepas 

de Trichoderma. 

Analizar la capacidad antagónica de la cepa mutante Δtgf-1 de T. atroviride contra 

R. solani en presencia de TSA. 

Analizar el papel de TGF-1 y TSA en la expresión de genes relacionados a 

micoparasitismo (ech-42 y prb-1) y genes relacionados a antibiosis (pbs-1 

y tps-1). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Microorganismos, medios de cultivo y condiciones de crecimiento 

Las cepas fúngicas fueron crecidas en los medios de cultivo Papa Dextrosa Agar 

(PDA) o en Papa Dextrosa Caldo (PDB) (DifcoTM, BD Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA), y cuando fue necesario se agregó Tricostatina A 

(TSA) 300 nM (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany). Las distintas cepas se 

incubaron a 28°C por los tiempos indicados en cada experimento.  

 

Cultivos duales de las cepas silvestre y mutante Δtgf-1 de T. atroviride vs R. 
Solani y otras especies de Trichoderma 

Se prepararon cajas de petri con PDA (Difco) en presencia o ausencia de 

Tricostatina A (TSA) 300nM (Sigma-Aldrich). En un extremo de las cajas de Petri 

sobre el medio de cultivo se inocularon las cepas de T. atroviride silvestre o 

mutante y en el extremo opuesto a la cepa de R. solani y se incubaron a 28ºC por 

36, 48, 60, 72 y 96 h, y se fotografiaron. Los cultivos se realizaron por triplicado en 

dos experimentos independientes. También se prepararon los medios de cultivo 

de PDA sin TSA y se inocularon las cepas de T. atroviride silvestre o mutante en 

un extremo y las cepas de T. virens, T. citrinoviride y Trichoderma harzianum en el 

extremo contrario y se incubaron a 28ºC por 36, 48, 60, 72, 84 y 96 h, y se 

fotografiaron en los tiempos indicados. El experimento se realizó por triplicado en 

dos experimentos independientes. 
 

Fotomicrografías de la interacción de las distintas cepas de T. atroviride 
silvestre y mutante Δtgf-1 contra R. solani por microscopía electrónica de 
barrido (MEB). 

En una caja de Petri con algodón húmedo estéril, se colocó un portaobjetos de 

vidrio conteniendo 1.5 ml de PDA. Sobre el medio de cultivo se inocularon en un 

extremo las cepas de T.atroviride silvestre o mutante Δtgf-1 y la cepa de R. solani 
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en el extremo opuesto y se dejaron crecer por 36 h a 28°C. Para el análisis MEB, 

se fijó la confrontación con glutaraldehído al 3% en PBS (Buffer salino de fosfatos) 

por 2h. Se enjuagaron 3 veces las muestras con PBS frío por 15 min. Las 

muestras fueron post-fijadas con OsO4 al 1% en PBS por 1 h., seguido por 3 

lavados con PBS por 15 min y  deshidratas en una serie graduada de etanol. Las 

muestras se secaron (Tousimis Samdri-PVT- 3D), montaron y recubrieron con oro 

(Cressington Model 108 auto). Se analizaron por MEB (FEI modelo Quanta 200), 

las condiciones fueron ajustadas a 18 kV, spot 5, WD 10 mm y las fotomicrografías 

fueron tomadas con Everhart Thornley Detector (ETD). 

 

Ensayo de antibiosis de las cepas silvestre y mutante Δtgf-1 T. atroviride 
contra R. solani. 

Las cepas de T. atroviride silvestre (wt) ó mutante Δtgf-1 fueron crecidas en medio 

PDB en presencia o ausencia de TSA 300 nM por 7 días. Los cultivos se  filtraron 

utilizando botellas con filtros Corning® de 500 ml, membranas de Nylon con poro 

de 0.2µm (Corning Life Sciences, Massachusetts, USA). Los filtrados libres de 

micelio sin TSA (FLM) o filtrados libres de micelio con TSA (FLM/TSA) fueron 

utilizados para preparar cajas de Petri con PDA a una concentración final de 1X, 

adicionado con 60% de cada filtrado. Sobre este agar se inoculó la cepa de R. 

solani, B. cinerea, F. oxysporum o S. Rolfsii, dependiendo de cada experimento. 

Se incubaron a 28°C por 12, 24, 36, 48 y 60 h. Durante los tiempos indicados se 

midió el crecimiento radial en mm de los hongos fitopatógenos. Cajas de PDA sin 

filtrado fueron usadas como control. El experimento se realizó por triplicado en dos 

experimentos independientes. 

 

Cultivos de T. atroviride wt y Δtgf-1 con inducción del micelio de R. solani 
para los enzayos enzimáticos de quitinasa y proteasa. 

Las cepas de T. atroviride wt y Δtgf-1, así como la cepa de R. solani se crecieron 

en medio PDA. De la cepa de R. solani, se tomaron 10 inóculos (discos de 0.4 cm) 

y se inocularon en 500 ml de medio PDB, se dejo crecer en obscuridad a 28ºC por 
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7 días con agitación constante (250 rpm). Se filtró por vacío usando botellas 

Corning® de 500 mL, con membranas de Nylon con poro de 0.2 µm. Se recuperó 

el micelio, se lavó 4 veces con agua desionizada y esterilizada, se filtró de nuevo, 

se liofilizó y molió en N2 líquido (Lakshman, 2008). Se preparó medio PDB nuevo 

(500 ml) con 0.7 g de micelio de R. solani liofilizado y molido, y se esterilizó. Una 

vez frío el medio PDB conteniendo el micelio de R. solani, se inocularon las cepas 

de T. atroviride wt y Δtgf-1, 10 inóculos (discos de 0.4 cm) cada una en diferente 

frasco. Se dejaron crecer en la obscuridad a 28ºC por 7 días con agitación 

constante (250 rpm). Se filtró el micelio por vacío usando botellas Corning® de 

500 mL, con membranas de Nylon con poro de 0.2 µm. Se recuperó el filtrado libre 

de micelio (FLM) y se liofilizó. Las muestras liofilizadas se resuspendieron en 500 

µl de buffer de fosfatos. Se determinó la concentración de proteínas por el método 

de Lowry (1951). 

 

Ensayo enzimático de Proteasa en T. atroviride. 

La actividad de proteasa fué medida en reacciones de 500 µl, con 100 µl directos 

de cultivos filtrados libres de micelio (FLM) liofilizado y resuspendido y Suc-Ala-

Ala-Pro-Phe-pNA 0.5 mM en MOPS 50 mM, pH 7.0. La reacción se incubó y leyó 

de acuerdo al protocolo de Flores et al. 1997. La actividad fue expresada como 

nmoles de p-nitroanilina liberada en 1 min (Masuda et al., 1975).  La actividad 

específica fue referida a 1 mg de proteína.  

 

Ensayo enzimático de Quitinasa en T. atroviride. 

La actividad de quitinasa fué analizada en reacciones de 600 µl, 300 µl de quitina 

coloidal al 1% pH 6.6 y 300 µl de FLM liofilizado y resuspendido, diluído 1:100. La 

reacción se incubó por 30 min y leyó adicionando ácido dinitrosalicílico de acuerdo 

a Wen et al., 2002. Una unidad de actividad de quitinasa se definió como la 

cantidad de enzima requerida para liberar 1 µmol de azúcar reducida detectable 

en 1 min a 37ºC. 
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Expresión relativa de del gen ech-42, prb-1, pbs-1 y tps-1 en las cepas wt y 
Δtgf-1 de T. atroviride en confrontación con R. solani. 

El experimento se realizó como en la sección de cultivos duales, inoculando las 

cepas de T. atroviride wt y Δtgf-1 en un extremo de la caja y a R. solani en el 

extremo opuesto, colocando un celofan sobre el medio PDA. Los cultivos duales 

fueron co-incubados por 36, 48, 60 h a 28°C, se recolectó el micelio de las cepas 

wt y Δtgf-1 de T. atroviride en los tiempos indicados; el micelio se congeló y molió 

en N2 líquido para la extracción de RNA total por el método de Trizol® (InvitrogenR, 

Life technologiesTM, New York, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor. 5 

µg de RNA total, se trataron con DNAsa Turbo (Ambion, Life technologiesTM, New 

York, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se sintetizó el cDNA 

utilizando el Superscript Kit® (Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del 

proveedor. Posteriormente, el cDNA se cuantificó en el espectrofotómetro 

Nanodrop (ND-1000, Thermo scientific, Delaware, USA).  Y la expresión relativa 

de los genes fue cuantificada por qPCR (Applied Biosystems 7500/7500 Fast 

Real-Time PCR System), usando el reactivo Fast SYBR® Green Master Mix 

(Applied Biosystems), siguiendo las indicaciones del proveedor, en un volumen 

final de 20 µl por reacción. Para correr las reacciones se usó el programa estándar 

del equipo, con excepción de la temperatura de alineamiento para los 

oligonucleótidos (Anexo 2), la cual fue de 62°C. Los experimentos se realizaron 

por triplicado y los blancos por duplicado en dos experimentos independientes. 

Para calcular la expresión relativa de los genes se empleó el método 2(-ΔΔCt) (Livak 

y Schmittgen, 2001). 
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RESULTADOS 
 

La Tricostatina A (TSA) no afecta el crecimiento de T. atroviride 

Para explorar la participación de la acetilación de las histonas en la capacidad 

biocontroladora de T. atroviride, se realizarón confrontaciones contra el hongo 

fitopatógeno R. solani en presencia de TSA. T. atroviride se inoculó solo o en 

cultivo dual con R. solani en medio PDA con o sin 300 nM de TSA. Los cultivos 

duales fueron analizados y fotografiados a las 36, 48, 60, 72 y 96 h de interacción. 

La presencia de TSA en el medio de crecimiento afectó ligeramente el crecimiento 

de ambos hongos (Figura 3B), comparado con sus respectivos controles sin TSA 

(Figura 3A). Sin embargo, la capacidad de T. atroviride de sobrecrecer a R. solani 

no fue afectada por la presencia del inhibidor (Figura 3B). 
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Figura 3. La TSA no afecta el sobrecrecimiento de T. atroviride sobre R. solani. 
Confrontaciones de T. atroviride (Ta) contra R. solani (Rs) en medio PDA, en ausencia (A) 
o presencia (B) de Tricostatina A 300 nM, crecidos a 28 ºC. Se incluyeron como controles 
a ambos hongos creciendo solos. Se tomaron fotografías a las 36, 48, 60, 72 and 96 h de 
interacción. 
 

La adición de TSA en el medio de crecimiento de T. atroviride aumenta su 
efecto inhibidor sobre el crecimiento de R. solani 

El genero Trichoderma spp. es capaz de sintetizar una gran cantidad de 

compuestos antimicrobianos para combatir a los hongos fitopatógenos. Para 

determinar si la TSA tiene un efecto en la síntesis de compuestos antimicrobianos 

en T. atroviride, se creció a T. atroviride en medio PDB por 7 días a 28 ºC en 

ausencia o presencia de TSA 300 nM. Después filtramos el cultivo para eliminar el 

micelio (Fitrado Libre de Micelio de T. atroviride; FML) y se utilizó para preparar 

medio PDA 1X con 60% de FLM y en el centro de las cajas se inoculó a R. solani, 

Sclerotium rolfsii, Botrytis cinerea o Fusarium oxysporum, en cajas  

independientes. Posteriormente, se midió el crecimiento radial en milímetros (mm) 

a las 12, 24, 36, 48 y 60 h. La presencia del FLM de T. atroviride en el medio PDA 

inhibió el crecimiento radial de R. solani comparado con el control (Figura 4). 

Además, la adición del FLM/TSA (FLM de T. atroviride crecido en presencia de 
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TSA) aumentó el efecto inhibitorio sobre el crecimiento de R. solani comparado al 

medio con y sin TSA (Figura 4). 

 

Figura 4. Ensayo de antibiosis de T. atroviride contra R. solani. 
T. atroviride creció en medio PDB adicionado o no con TSA 300nM, en frascos incubados 
por 7 días a 28°C. El FLM (Filtrado Libre de Micelio de T. atroviride) se adicionó a una 
concentración final de 60% al medio PDA. El crecimiento radial de R. solani se midió a las 
12, 24, 36, 48 y 60 h post-inoculación. Barras negras= R. solani en PDA, barras grises= R. 
solani en PDA+TSA, barras blancas= R. solani en PDA+FLM deT. atroviride al 60% y 
barras beige= R. solani en PDA+FLM/TSA de T. atroviride al 60%. 
 
Para estudiar si T. atroviride usa la misma estrategia de antagonismo contra otros 

hongos fitopatógenos, se decidió analizar cómo sería la capacidad antibiótica de 

T. atroviride, en el crecimiento de S. rolfsii, B. cinerea y F. oxysporum. Se observó 

que en presencia del FLM de T. atroviride, disminuye el crecimiento de S. rolfsii 

comparado con el crecimiento en PDA solo (Figura 5). Y que la presencia del 

FLM/TSA de T. atroviride, afecta el crecimiento de S. rolfsii igual que el FLM de T. 

atroviride a las 60 h (Figura 5).  
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Figura 5. Ensayo de antibiosis de T. atroviride contra S. rolfsii. 
T. atroviride creció en medio PDB adicionado o no con TSA 300nM, en frascos incubados 
por 7 días a 28°C. El FLM se adicionó a una concentración final de 60% al medio PDA. El 
crecimiento radial de S. rolfsii se midió a las 12, 24, 36, 48 y 60 h post-inoculación. Barras 
negras= S. rolfsii en PDA, barras grises= S. rolfsii en PDA/TSA, barras blancas= S. rolfsii 
en PDA + FLM deT. atroviride al 60% y barras beige= S. rolfsii en PDA + FLM/TSA deT. 
atroviride al 60%. 
 
Por otro lado, se observó que el crecimiento de B. cinerea disminuye en presencia 

del FLM de T. atroviride a las 48 h en comparación con su control(Figura 6).  

 

 
Figura 6. Ensayo de antibiosis de T. atroviride contra B. cinerea. 
T. atroviride creció en medio PDB adicionado o no con TSA 300nM, en frascos incubados 
por 7 dias a 28°C. El FLM se adicionó a una concentración final de 60% al medio PDA. El 
crecimiento radial de B. cinerea se midió a las 12, 24, 36, 48 y 60 h post-inoculación. 
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Barras negras= B. cinerea en PDA, barras grises= B. cinerea en PDA/TSA, barras 
blancas= B. cinerea en PDA + FLM deT. atroviride al 60% y barras beige= B. cinerea en 
PDA + FLM/TSA deT. atroviride al 60%. 
 

Finalmente, se observó que el crecimiento de F. oxysporum se mantiene igual en 

presencia de FLM de T. atroviride en comparación con su control (Figura 7). Y en 

presencia de FLM/TSA de T. atroviride, F. oxysporum presenta el mismo 

crecimiento como si solo estuviera en presencia del FLM de T. atroviride (Figura 

7).  
 

 
Figura 7. Ensayo de antibiosis de T. atroviride contra F. oxysporum. 
T. atroviride se creció en medio PDB adicionado o no con TSA 300nM, en frascos 
incubados por 7 dias a 28°C. El FLM se adicionó a una concentración final de 60% al 
medio PDA. El crecimiento radial de F. oxysporum se midió a las 12, 24, 36, 48 y 60 h 
post-inoculación. Barras negras= F.oxysporum en PDA, barras grises= F.oxysporum en 
PDA/TSA, barras blancas= F.oxysporum en PDA + FLM deT. atroviride al 60% y barras 
beige= F.oxysporum en PDA + FLM/TSA deT. atroviride al 60%. 
 

La TSA afecta negativamente la expresión génica de ech-42, prb-1, pbs-1 y 
tps-1 en presencia de R. solani 

Para evaluar si la presencia de TSA en el medio de cultivo afecta la expresión de 

genes relacionados al micoparasitismo (ech-42 y prb-1) y genes relacionados al 

metabolismo secundario (pbs-1 y tps-1) en T. atroviride, realizamos cultivos duales 

de este hongo contra R. solani en PDA en ausencia o presencia de TSA 300nM. 
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En ausencia de TSA pero en presencia de R. solani, la expresión de ech-42 se 

mantuvo sin cambios, mientras que prb-1 y tps-1 aumentaron su expresión a las 

36 h. Sin embargo, la expresión de los tres genes disminuyó a las 48 h y después 

volvió a aumentar a las 60 h de co-cultivo (Figura 8A, B y D). Por otro lado, el gen 

pbs-1 no fue expresado en todos los tiempos (Figura 8C).  

 

La presencia de TSA en el medio de cultivo en ausencia de R. solani, indujo la 

expresión de ech-42 y tps-1 a las 36 h (Figura 8E, H); pero la expresión de ech-42 

disminuyó en presencia de R. solani (Figura 8E). Además, la expresión de tps-1 

pero no de ech-42, prb-1 y pbs-1 se incrementó a las 48 h. Sin embargo, la 

expresión de prb-1, pbs-1 y tps-1 fue más alta a las 60 h después de la adición de 

TSA en ausencia de R. solani; pero no fueron expresados en presencia del 

fitopatógeno (Figura 8F, G y H) con excepción de ech-42. Ya que la presencia de 

TSA y R. solani, reprimió la expresión de ech-42 a las 36 y 48 h, pero ech-42 fue 

sobreexpresada a las 60 h de cocultivo comparada con los tiempos respectivos en 

presencia de solo TSA (Figura 8E).  
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Figura 8. La presencia de TSA y R. solani afecta negativamente la expresión de los 
genes ech-42, prb-1, pbs-1 y tps-1 en T. atroviride. 
T. atroviride y R. solani fueron co-cultivados en PDA (A, B, C and D) o PDA+TSA 300 nM 
(E, F, G and H) a 28 °C. El micelio de T. atroviride fue colectado a las 36, 48 and 60 h. La 
expresión relativa fue calibrada con el gen act-1 como control interno y normalizada contra 
la cepa silvestre en la ausencia del fitopatógeno. ech-42 = gen endoquitinasa de 42-kDa, 
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prb-1 = gen de proteinasa, pbs-1= gen de peptaibol sintetasa 1, and tps-1 = gene terpeno 
sintasa 1. Barras negras = T. atroviride creciendo sola, barras grises= T. atroviride vs R. 
solani (Ta+Rs). 
 
La deleción de tgf-1 no afecta la capacidad micoparasítica de T. atroviride 
contra R. solani 

Con base en los resultados anteriores, se decidió evaluar a la cepa mutante tgf-1  

(gen ortólogo a la acetiltransferasa de histonas Gcn5 de S. cerevisiae) de T. 

atroviride (Uresti-Rivera et al., en preparación). Se analizó primero, el fenotipo de 

crecimiento de la cepa silvestre (wt) y la cepa Δtgf-1, en medio PDA por 72 h, bajo 

un régimen de 12:12 h luz:oscuridad. La cepa Δtgf-1 presentó un crecimiento lento 

y ausencia de la típica conidia verde comparada a la cepa silvestre (Figura 9A y 

B). En fotomicrografías tomadas por Microscopio Electrónico de Barrido (MEB) de 

la cepa Δtgf-1 observamos un micelio delgado, plano y menos ramificado 

comparado con la cepa silvestre (Figura 9C y D). 
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Figura 9. Morfología y desarrollo de las cepas de T. atroviride wt y Δtgf-1. 
T. atroviride wt (A) y Δtgf-1 (B) fueron crecidas en PDA por 7 days a 28 °C. Ambas cepas 
fueron co-cultivadas en medio PDA, fijadas y analizadas por MEB a 100X (C) y 400X (D). 
wt = T. atroviride cepa silvestre y Δtgf-1 = T. atroviride cepa mutante Δtgf-1. 
 

Para determinar si el producto de Δtgf-1 de T. atroviride está involucrado en la  

capacidad antagónica contra R. solani, se realizaron cultivos duales de la cepa wt 

o Δtgf-1 contra el fitopatógeno. La cepa silvestre fue capaz de sobrecrecer a R. 

solani (Figura 10A), mientras que la cepa mutante Δtgf-1 apenas fue capaz de 

entrar en contacto con el fitopatógeno (Figura 10B). Las diferentes cepas 

creciendo solas fueron incluídas como controles (Anexo 3, figura suplementaria 

S1). 

 

 
Figura 10. Ensayos de cultivos duales de las cepas T. atroviride wt y Δtgf-1 contra 
R. solani. 
Se inocularon las cepas silvestre de T. atroviride y Δtgf-1 del lado izquierdo de la caja de 
Petri y la cepa de R. solani del lado derecho. Los cultivos duales se incubaron a 28 °C y 
se fotografiaron a las 72, 96, 120, 168 y 192 h. Ta = T. atroviride cepa silvestre, Δtgf-1 = 
T. atroviride cepa mutante Δtgf-1, Rs = R. solani.  
 

Dado que la cepa mutante Δtgf-1 fue apenas capaz de entrar en contacto con 

hongo fitopatógeno en los diferentes tiempos analizados, la zona de interacción de 

un cultivo dual a 192 h, fue analizada por MEB. Se observó que tanto la cepa 

silvestre (Figura 11A y C) como la mutante (Figura 11B y D), fueron capaces de 

enrollarse alrededor de las hifas del fitopatógeno. 

B 

A 
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Figura 11. La deleción de tgf-1 no afecta la capacidad micoparasítica de T. atroviride 
contra R. solani. 
Cultivos duales de las cepas T. atroviride wt y Δtgf-1 contra R. solani fueron analizados 
por MEB (C y D, respectivamente). Las flechas azules indica las hifas de R. solani, y las 
flechas rojas indica las hifas de T. atroviride wt (C) y Δtgf-1 (D) enrolladas sobre el 
fitopatógeno. Las fotomicrografías están ampliadas 1,500X. 
 

Para determinar si la cepa mutante era capaz de reconocerse o reconocer a su 

cepa parental, se realizaron cultivos duales de la cepa mutante Δtgf-1 contra ella 

misma, contra la cepa parental y otras cepas pertenecientes al género 

Trichoderma. Se observó que la cepa mutante Δtgf-1 fue sobrecrecida por otras 

especies del género Trichoderma (Figura 12E, G e I) en comparación con su cepa 

parental-wt (Figura 12D, F y H). También, la cepa mutante Δtgf-1 fue incapaz de 

detener el crecimiento de las otras especies de Trichoderma, mostrando un color 

café en el área de contacto en algunos casos, indicando lisis de las hifas (Figura 

12G-I). La confrontación de la cepa mutante Δtgf-1 contra ella misma, no mostró 



30 
 
 

cambios significativos en ninguna de las dos colonias (Figura 12B); sin embargo, 

cuando la cepa mutante Δtgf-1 fue confrontada contra su cepa parental, la cepa 

mutante mostró una zona de lisis (Figura 12C). Las diferentes cepas creciendo 

solas fueron incluídas como controles (Anexo 3, figura suplementaria S2). 

 

 
Figura 12. Ensayo de antagonismo de la cepa mutante Δtgf-1 contra otras especies 
de Trichoderma. 
Cultivos duales de T. atroviride wt y Δtgf-1 están indicadas del lado izquierdo de la caja de 
Petri, contra otras especies de T. atroviride, indicadas del lado derecho; creciendo a 28 °C 
por 36, 48, 60, 72, 84 and 96 h. Ta= T. atroviride, Ta Δtgf-1= T. atroviride Δtgf-1, Tv= T. 
virens, Tc= T. citrinoviride, Th= Trichoderma harzianum. 
 

La cepa mutante Δtgf-1 tiene un efecto de inhibición mayor sobre el 
crecimiento de R. solani 

Dado que la cepa mutante Δtgf-1 inhibió el crecimiento de R. solani un poco más 

que la cepa silvestre antes de entrar en contacto (Anexo 3, figura suplementaria 

S2); decidimos evaluar la capacidad del FLM de la cepa mutante Δtgf-1 para 

inhibir el crecimiento de R. solani. Se prepararon cajas con PDA o PDA+FLM e 

inoculamos en el centro a R. solani y se midió el crecimiento radial del 

fitopatógeno a las 12, 24, 36, 48 y 60 h. El FLM de la cepa mutante Δtgf-1 inhibió 

el crecimiento de R. solani de manera más eficiente que la cepa silvestre (Figura 

13). Por otro lado, la adición de TSA en el medio de crecimiento de la cepa Δtgf-1 

disminuyó el efecto negativo del FLM sobre el crecimiento radial del hongo 

fitopatógeno, comparado con su control sin la adición de TSA; pero el efecto 
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inhibitorio del FLM de la cepa mutante fue igual al observado con el FLM/TSA de 

la cepa silvestre (Figura 13). 

 

 
Figura 13. Ensayo de antibiosis de la cepa Δtgf-1 de T. atroviride contra R. solani. 
Las cepas wt y Δtgf-1 se crecieron por 7 días, a 28 °C, en medio PDB en presencia o 
ausencia de TSA 300nM. El FLM se añadió al medio PDA 1X al 60%. R. solani fue 
inoculado y se midió su crecimiento radial a las 12, 24, 36, 48 y 60 h. Barras negras = R. 
solani creciendo en PDA+ FLM de T. atroviride wt, barras grises= R. solani creciendo en 
PDA+ FLM/TSA de T. atroviride wt, barras blancas= R. solani en PDA + FLM de T. 
atroviride Δtgf-1 y barras beige= R. solani en PDA + FLM/TSA de T. atroviride Δtgf-1. 
 
Así mismo, se analizó la capacidad antibiótica de la cepa mutante ∆tgf-1 de T. 

atroviride contra diferentes cepas de hongos fitopatógenos. Se observó que en 

presencia del FLM de T. atroviride de la cepa mutante Δtgf-1 en el medio de 

crecimiento,  aumentó el crecimiento de S. rolfsii en comparación a su crecimiento 

en presencia del FLM de la cepa silvestre (Figura 14). Y la presencia de FLM/TSA 

de T. atroviride de la cepa mutante Δtgf-1, disminuyó el crecimiento de S. rolfsii 

(Figura 14).  
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Figura 14. Ensayo de antibiosis de la cepa Δtgf-1 de T. atroviride contra S. rolfsii. 
Las cepas silvestre y mutante Δtgf-1 se crecieron por 7 días, a 28 °C, en medio PDB en 
presencia o ausencia de TSA 300nM. El FLM se añadió al medio PDA 1X al 60%. S. rolfsii 
fue inoculado y se midió su crecimiento radial a las 12, 24, 36, 48 y 60 h. Barras negras = 
S. rolfsii creciendo en PDA+ FLM de T. atroviride wt, barras grises= S. rolfsii creciendo en 
PDA+ FLM/TSA de T. atroviride wt, barras blancas= S. rolfsii en PDA + FLM de T. 
atroviride Δtgf-1 y barras beige= S. rolfsii en PDA + FLM/TSA de T. atroviride Δtgf-1. 
 
 
Por otro lado, se observó que el crecimiento de B. cinerea aumentó en presencia 

del FLM de la cepa mutante Δtgf-1 de T. atroviride (Figura 15). En presencia de 

FLM de la cepa silvestre o FLM/TSA de la cepa mutante Δtgf-1 de T. atroviride, B. 

cinerea mantuvo su crecimiento (Figura 15).  
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Figura 15. Ensayo de antibiosis de la cepa Δtgf-1 de T. atroviride contra B. cinerea. 
La cepa silvestre y mutante Δtgf-1 se crecieron por 7 días, a 28 °C, en medio PDB en 
presencia o ausencia de TSA 300nM. El FLM se añadió al medio PDA 1X al 60%. B. 
cinerea fue inoculado y se midió su crecimiento radial a las 12, 24, 36, 48 y 60 h. Barras 
negras = B. cinerea creciendo en PDA+ FLM de T. atroviride wt, barras grises= B. cinerea 
creciendo en PDA+ FLM/TSA de T. atroviride wt, barras blancas= B. cinerea en PDA + 
FLM de T. atroviride Δtgf-1 y barras beige= B. cinerea en PDA + FLM/TSA de T. atroviride 
Δtgf-1. 
 

Finalmente, se observó que el crecimiento de F. oxysporum se incrementó en 

presencia del FLM de la cepa mutante Δtgf-1 de T. atroviride (Figura 16); y que la 

presencia del FLM/TSA T. atroviride de la cepa mutante Δtgf-1 en el medio, 

disminuyó el crecimiento de F. oxysporum (Figura 16).  

 

 
Figura 16. Ensayo de antibiosis de la cepa Δtgf-1 de T. atroviride contra F. 
oxysporum. 
Las cepas silvestre y mutante Δtgf-1 se crecieron por 7 días, a 28 °C, en medio PDB en 
presencia o ausencia de TSA 300nM. El FLM se añadió al medio PDA 1X al 60%. F. 
oxysporum fue inoculado y se midió su crecimiento radial a las 12, 24, 36, 48 y 60 h. 
Barras negras = F. oxysporum creciendo en PDA+ FLM de T. atroviride wt, barras grises= 
F. oxysporum creciendo en PDA+ FLM/TSA de T. atroviride wt, barras blancas= F. 
oxysporum en PDA + FLM de T. atroviride Δtgf-1 y barras beige= F. oxysporum en PDA + 
FLM/TSA de T. atroviride Δtgf-1. 
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La cepa mutante Δtgf-1 presenta una actividad quitinolítica constitutiva pero 
una actividad proteolítica inducible 

Es bien conocido que las enzimas líticas, como las quitinasas y las proteasas, son 

usadas por algunas especies del género Trichoderma como un mecanismo de 

biocontrol contra hongos fitopatógenos (Harman, 2006). Para entender si la 

actividade quitinolítica y proteoítica de T. atroviride fueron afectadas en la cepa 

mutante Δtgf-1 y si están contribuyendo en la inhibición del crecimiento de R. 

solani observado, determinamos estas actividades enzimáticas en cultivos de T. 

atroviride wt y Δtgf-1 en cultivos inducidos por la presencia de micelio de R. solani 

(Figura 17). Ambos FLM de la cepa wt y Δtgf-1 mostraron actividad proteolítica 

similar bajo las condiciones de control, pero en presencia del micelio de R. solani, 

ambas actividad enzimáticas se incrementaron en niveles similares (Figura 17A).  

 

Por otro lado, la cepa wt presentó una actividad quitinolítica aumentada en 

presencia del micelio de R. solani, comparada con el control; donde la cepa 

mutante Δtgf-1 mostró actividad quitinolítica aumentada en ausencia del micelio de 

R. solani, la cual fue significativamente más alta que la actividad presentada por la 

cepa wt en presencia de R. solani. La presencia del micelio de R. solani en el 

medio de crecimiento de la cepa mutante Δtgf-1, no aumentó su actividad 

quitinolítica comparada con su control (Figura 17B).  
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Figura 17. TGF-1 regula negativamente la actividad quitinolítica, pero no la actividad 
proteolítica en T. atroviride. 
Las cepas silvestre y mutante Δtgf-1 fueron crecidas en medio PDB adicionado o no con 
micelio de R. solani, e incubadas a 28 °C por 7 días y la actividad quitinolítica y 
proteolótica fueron medidas. wt =T. atroviride cepa silvestre, wt+Rs= T. atroviride cepa 
silvestre+ micelio de R. solani, Δtgf-1= T. atroviride  cepa mutante de Δtgf-1, Δtgf-1+Rs= 
T. atroviride cepa muatante Δtgf-1+ micelio de R. solani. A) nmoles de p-nitroanilina 
liberada por minuto por 1 mg de proteína, B) µmoles de N-acetil-D-glucosamina liberada 
por minuto por mililitro. 
 

TGF-1 y TSA regulan diferencialmente la expresión de ech-42, prb-1, pbs-1 y 
tps-1 

Para evaluar si TGF-1 participa en la regulación de genes relacionados al 

micoparasitismo y al metabolismo secundario, los niveles de expresión de ech-42, 

prb-1, pbs-1 y tps-1 fueron analizados en la cepa mutante Δtgf-1 y comparados 

con la cepa parental en confrontaciones con R. solani, en ausencia y presencia de 

TSA 300 nM. En ausencia de TSA y R. solani, el gen ech-42 mostró un ligero 

cambio en su expresión a las 48 y 60 h (Figura 18A), mientras que pbs-1 y tps-1 

fueron más inducidos a las 36 y 48 h, pero reprimidas a las 60 h (Figura 18C y D). 

El gen prb-1 fue inducido a las 48 h pero reprimido a las 60 h (Figura 18B). En 

presencia de R. solani, la expresión del gen ech-42 se duplicó a las 36 h de co-

cultivo, pero fue reprimido a las 48 y 60 h (Figura 18A). El gen prb-1 duplicó su 

expresión de 36 a 48 h (Figura 18B). Sin embargo, los genes pbs-1 y tps-1 fueron 

reprimidos en presencia del fitopatógeno a las 36 y 48 h, comparados con su 

control en ausencia de R. solani (Figura 18C y D). 

 

En presencia de TSA, el gen ech-42 mantuvo su expresión a las 36 y 48 h; sin 

embargo, fue ligeramente inducido después de 60 h (Figura 18E). El gen pbs-1 fue 

reprimido en presencia de TSA a las 60 h (Figura 18G); donde la expresión de prb-

1 fue reprimida a las 48 y 60 h (Figura 18F); y el gen tps-1 fue reprimido a las 36 y 

48 h (Figura 18H). La presencia de ambos, el fitopatógeno y la TSA, llevaron a la 

sobreexpresión de ech-42 y pbs-1 a las 36 y 48 h (Figura 18E y G). Los genes prb-

1 y tps-1 fueron sobreexpresadas ligeramente en presencia de TSA y R. solani 

después de 48 h, y reprimidos a las 60 h (Figura 18G y H). 
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Figura 18. TGF-1 y TSA regulan diferencialmente la expresión de los genes ech-42, 
prb-1, pbs-1 y tps-1 en T. atroviride. 
Confrontaciones de T. atroviride mutante Δtgf-1 contra R. solani, creciendo en agar PDA 
en ausencia (A, B, C, D) y presencia de TSA 300 nM (E, F, G, H) a 28 °C. Fueron 
analizadas a 36, 48 y 60 h. La expresión relativa fue calibrada con el gen act-1 como 
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control interno y normalizada contra la cepa silvestre en la ausencia del fitopatógeno. ech-
42 = gen endoquitinasa de 42-kDa, prb-1 = gen de proteinasa, pbs-1= gen de peptaibol 
sintasa, and tps-1 = gene terpeno sintasa.  Barras negras= cepa de T. atroviride mutante 
Δtgf-1 creciendo sola, barras grises= cepa de T. atroviride mutante Δtgf-1 vs R. solani.  
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DISCUSIÓN 
 
Las especies pertenecientes al género Trichoderma son ampliamente usadas 

como ACB contra hongos fitopatógenos que afectan negativamente cultivos de 

importancia agroeconómica (Howell, 2003). Trichoderma spp. posee diferentes 

mecanismos para antagonizar a los hongos fitopatógenos; entre ellos, la 

competencia por nutrientes y espacio, el micoparasitismo y la producción de 

metabolitos antimicrobianos; así como, la inducción de la respuesta sistémica en 

las plantas (Shores et al., 2010; Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014). 

 

En este trabajo, analizamos el efecto de TSA, un inhibidor de HDAC clase I y II en 

el mecanismo de biocontrol de T. atroviride contra el fitopatógeno R. solani. La 

adición de TSA al medio de cultivo afectó ligeramente el crecimiento de ambas 

cepas (T. atroviride y R. solani); sin embargo, en T. atroviride no se afectó su 

capacidad de sobrecrecer a R. solani, comparado con el control en ausencia de 

TSA. Se ha estudiado, que la adición de TSA al medio de crecimiento, además de 

inhibir las HDACs, también incrementa la actividad antimicrobiana de un gran 

número de hongos contra bacterias facultativas y hongos patógenos, porque 

estimula la producción de metabolitos secundarios (Zutz et al., 2014). 

 

Probablemente, la ligera disminución en el crecimiento de las cepas se debió a 

que la presencia de TSA afectó negativamente a ambas, ya que es un compuesto 

antifúngico per se (Tsuji et al., 1975). Por ejemplo, en A. fumigatus se observó 

retraso en la germinación y defectos en el crecimiento  y conidiación, cuando fue 

crecida en presencia de TSA en el medio de cultivo (Bauer et al., 2016). Por otro 

lado, se ha observado que la cepa sobreproductora de gliovirina de T. virens, 

crece más lento que la cepa silvestre (Howell y Stipanovic, 1995). 

 

La adición de TSA al medio de cultivo disminuyó el crecimiento de F. Oxysporum y 

B. cinerea, al igual que con R. solani; en contraste, el crecimiento de S. rolfsii se 

vió ligeramente favorecido. Mientras que en presencia del FLM de T. atroviride, los 
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cuatro fitopatógenos disminuyeron ligeramente su crecimiento. Indicando que la 

respuesta antagónica-antibiótica de T. atroviride puede ser específica para cada 

patógeno. Respecto a esto, se ha observado que la señalización y la respuesta 

micoparasítica depende del huésped (Daguerre et al., 2014; Vos et al., 2015; 

Parmar et al., 2015). Por ejemplo en T. virens, las mutantes de Δtga1 (subunidad α 

de la proteína G) de T. atroviride, pierden la actividad micoparasítica contra R. 

solani, B. cinerea y S. rolfsii en confrontaciones directas (Rocha-Ramirez et al., 

2002). Pero la formación de estructuras de infección no es afectada. Además la 

secreción de 6PP y metabolitos antifungicos derivados del sesquiterpeno es 

reducida, pero los metabolitos antifúngicos de bajo peso molecular son 

sobreproducidos (Reithner et al., 2005). Esto puede indicarnos el porqué de la 

variación del crecimiento en las cepas de los hongos fitopatógenos, en los 

ensayos de antibiosis de T. atroviride.  

 

Se sabe que los hongos son excelentes productores de muchos compuestos a 

partir de su metabolismo secundario, como antibióticos, moléculas que regulan el 

crecimiento de las plantas, toxinas, etc. Además, que los genes que codifican para 

proteínas del metabolismo secundario, se encuentran agrupados en clusters 

localizados en regiones silenciadas transcripcionalmente (Keller et al., 2005; 

Brakhage, 2013). Nuestros resultados muestran, que la adición de TSA al medio 

de crecimiento de T. atroviride, aumentó su habilidad para inhibir el crecimiento de 

R. solani. Un ejemplo a este respecto, es un estudio donde usaron inhibidores de 

HDACs, como la TSA, y encontraron una reducción en la adherencia de Candida 

albicans a neumocitos cultivados; así como una significativa reducción en el 

porcentaje de tubos germinales formados después de 2h de tratamiento con el 

inhibidor, afectando su patogenicidad (Simonetti et al., 2007). Esto sugiere, que la 

inhibición de HDACs I y II, como Rpd3p y Hda1p, aumenta la producción de 

metabolitos antimicrobianos en T. atroviride, probablemente incrementando la 

acetilación de las histonas en las regiones promotoras de genes relacionados al 

metabolismo secundario, como los antibióticos (Graessle et al., 2001; Ruijter et al., 

2003). 
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Otro ejemplo, es el gen de la desacetilasa HDC1, homólogo del gen HOS2 

(HDAC) de S. cerevisiae, el cual, es requerido para la total virulencia del hongo 

Cochliobolus carbonum en plantas maíz (Baidyaroy et al., 2001). Un análisis 

genómico de tres cepas de Trichoderma , mostró que T. virens, T. ressei y T. 

atroviride contienen genes ortólogos a Rpd3p (ID163610), Hda1p (ID39952), 

Hos2p (212638); los cuales son sensibles a TSA (Schmoll et al., 2016). En este 

trabajo, la adición de TSA al medio de crecimiento, posiblemente permite la 

desrepresión en los genes involucrados en la síntesis de metabolitos secundarios 

de T. atroviride. 

 

Los resultados del análisis de la expresión de genes relacionados a 

micoparasitismo como ech-42, prb-1 y genes relacionados a la antibiosis, como 

pbs-1 (involucrada en la síntesis de terpenos) y tps-1 (peptaibol sintetasa), 

mostraron que la presencia de R. solani indujo la transcripción de ech-42 y prb-1, 

los cuales ya han sido previamente descritos (Carsolio et al., 1994; Geremia et al., 

1993). Así como también indujo la expresión de tps-1, pero reprimió la 

transcripción de pbs-1 en presencia del fitopatógeno. La represión en pbs-1 

pudiera deberse a que R. solani está tratando de bloquear la producción de 

peptaiboles de T. atroviride a través de alguna molécula efectora. Respecto a esto, 

se sabe que una fuerte comunicación cruzada se da entre los parásitos y los 

huéspedes para contrarrestarse unos a otros por medio de enzimas hidrolíticas y 

moléculas efectoras. Se ha reportado que R. solani también produce compuestos 

antimicrobianos (Ma et al., 2004; Muhsin y Selman, 2013). En un estudio, se 

reportó que la presencia de R. solani es importante para la producción y liberación 

de 6PP por T. harzianum (Serrano-Carreón et al., 2004). Las plantas son otro 

ejemplo de esta comunicación cruzada, ya que cuando están infectadas por 

hongos, secretan enzimas como proteasas, quitinasas y glucanasas que afecten la 

pared celular del patógeno (van Loon et al., 2006). De igual manera, Trichoderma 

secreta enzimas hidrolíticas dirigidas a la pared celular de plantas y hongos para 

establecer una relación benéfica o parasítica, respectivamente (Moran-Diez et al., 

2009; Hermosa et al., 2012; Olmedo-Monfil y Casa-Flores, 2014). 
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En este trabajo, observamos que la adición de TSA en el medio de crecimiento 

afectó positivamente la expresión de todos los genes ech-42, prb-1, pbs-1 y tps-1. 

Indicando que la presencia de TSA, pudiera está inhibiendo HDACs como Rpd3 o 

Hda1; lo cual permite la hiperacetilación de las histonas en regiones de la 

cromatina silenciadas como ha sido reportado para clusters de metabolismo 

secundario (Shwab et al., 2007; Lee et al., 2009). Esto está asociado con una 

expresión génica aumentada (Ekwall et al., 1997). Por lo que, cambios en la 

expresión de los genes, que pueden afectar la biología de los organismos; tales 

como la virulencia y la patogenicidad (Isakov et al., 2008; Klar et al., 2001).  

 

Además, la expresión de los cuatro genes fue reprimida por la presencia de TSA y 

R. Solani, lo cual puede indicar un efecto positivo de TSA en la síntesis de alguna 

molécula inductora de R. solani, afectando la respuesta de T. atroviride y la 

expresión de sus genes. Otra posible explicación es que la presencia de TSA y el 

fitopatógeno, pero no cada uno de ellos, aumentan la expresión de un regulador 

negativo de genes de micoparasitismo y/o antibiosis en T. atroviride. El concepto 

general, es que las HDACs están asociadas con la represión transcripcional de 

manera directa. Sin embargo, se han reportado trabajos en los cuales la represión 

de la actividad de HDAC (a través de mutaciones o inhibidores) causa 

desregulación de la expresión génica posiblemente de manera indirecta (Brosch et 

al., 2008; Osorio-Concepción et al., 2016). Por ejemplo, la eliminación de Hos2 en 

S. cerevisiae, permite la hiperacetilación de las histonas H3 y H4 en la región 

codificante de genes activos y causa defectos en la activación transcripcional 

(Wang et al., 2002).  

 

Con la finalidad de entender un poco más la participación de la acetilación de 

histonas en el micoparasitismo, analizamos la cepa mutante tgf-1 de T. atroviride 

en ensayos de cultivos duales. La cepa Δtgf-1 fue capaz de enrollarse en la hifa de 

R. solani, pero fue incapaz de sobrecrecerlo. Esto sugiere que la HAT TGF-1 no 

está involucrada en la capacidad de enrollarse de T. atroviride; pero la velocidad 
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de crecimiento reducida de Δtgf-1 puede estar afectando su capacidad para 

antagonizar al fitopatógeno. Probablemente, esto se debe a que la velocidad de 

crecimiento de Δtgf-1 es un factor importante para la competencia de T. atroviride. 

Summerbell (1987), reportó que la capacidad de inhibición del crecimiento de un 

huésped es directamente proporcional a la velocidad de crecimiento de 

Trichoderma. 

 

El hecho de que Δtgf-1 sea sobre crecida por otras cepas de Trichoderma, y que 

algunas de ellas incluyendo la silvestre, muestren una zona de lisis muy marcada; 

podría deberse a el lento crecimiento de la cepa Δtgf-1. Lo cual, disminuye su 

capacidad para competir con otras especies de Trichoderma;  por otro lado, la 

cepa Δtgf-1 muestra una aumentada producción de antibióticos, que le puede 

permitir lisar las hifas de las otras cepas de Trichoderma, incluyendo la silvestre 

(Reaves y Crawford, 1994).  

 

El análisis antimicrobiano de FLM de la cepa Δtgf-1, junto con los cultivos duales 

contra R. solani mostraron un aumento en la inhibición en el crecimiento de R. 

solani comparado con el FLM de la cepa silvestre. Lo cual indicó un papel negativo 

de TGF-1 en la síntesis de compuestos antimicrobianos en T. atroviride. Se ha 

reportado, que ortólogos de TGF-1 en otros organismos, también regulan 

negativamente la expresión génica. Por ejemplo, en S. cerevisiae, la respuesta de 

adaptación a estrés requiere la actividad de Gcn5 para la activación o represión de 

genes que están físicamente asociados con esta proteína. Esto provee evidencia 

para un proponer un papel de Gcn5 como co-activador y co-represor (Xue-

Franzén et al., 2010). Además, en N. crassa y T. atroviride, se observó que sus 

ortólogos a la HAT Gcn5 regulan positivamente genes de fotoinducción, pero 

negativamente la expresión del gen al-3 en obscuridad (Uresti-Rivera et al., en 

preparación). 

 

La adición de TSA al medio de crecimiento de Δtgf-1 revirtió el efecto de ausencia 

de TGF-1 en los ensayos de antibiosis contra R. solani; lo que sugiere que la 
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acetilación inducida por la TSA es suficiente para revertir el efecto de la pérdida de 

tgf-1, y probablemente su producto regule elementos negativos. Por ejemplo, se 

ha observado que la presencia de TSA rescata el fenotipo de mutantes HAT en 

células HeLa y en S. cerevisiae (Taipale et al., 2005; Choy et al., 2002).  

 

Por otro lado, el análisis antimicrobiano de la mutante Δtgf-1 de T. atroviride contra 

S. rolfsii, B. cinerea o F. oxysporum, mostró una disminución en su capacidad para 

antagonizar a los fitopatógenos, caso contrario cuando antagonizó a R. solani; 

indicando que la HAT TGF-1 es necesaria para poder antagonizar a S. rolfsii, B. 

cinerea y F. oxysporum por medio de la rpoducción de antibióticos de manera 

efectiva. En T. virens, se observó que la mutante ΔtgaA muestró una habilidad 

reducida para antagonizar a S. rolfsii pero no a R. solani, sugiriendo vías de 

señalización huésped-específicas (Mukherjee et al., 2004). En T. harzianum, 

mutantes de hog1 muestraron una fuerte disminución de su actividad antagónica 

contra Phoma betae y Colletotrichum acutatum; sin diferencia en su capacidad 

antagónica con la cepa silvestre contra B. cinerea, R. solani y S. sclerotiorum 

(Delgado-Jarana et al., 2006). Estos resultados pueden sugerirnos que la HAT 

TGF-1 localizada en los promotores de genes involucrados en la síntesis de 

antibióticos podrían estar participando en la regulación transcripcional de este tipo 

de genes en T. atroviride. 

 

Nuestros resultados de las actividades enzimáticas indican que TGF-1 es un 

regulador negativo de las proteínas degradadoras de quitina, pero no de aquellas 

que degradan proteínas. Dado que la actividad de quitinasa es constitutiva en la 

cepa mutante Δtgf-1 comparada con la silvestre. Estos resultados junto con los de 

antibiosis contra R. solani pueden explicar en parte, la inhibición de crecimiento 

aumentada que presenta la mutante Δtgf-1 sobre el patógeno comparada con su 

control, puesto que Trichoderma posee un sistema quitinolítico complejo (Herrera-

Estrella y Chet, 1999). En este sentido, se sabe que las cepas de Trichoderma 

sobreexpresantes de ech-42 o prb-1 proveen mayor protección contra 

fitopatógenos (Carsolio et al., 1999; Flores et al., 1997; Szekeres et al., 2004).  
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El análisis de expresión de los genes relacionados a micoparasitismo y antibiosis 

en la cepa mutante tgf-1, mostaron que posiblemente el producto de tgf-1 regule 

negativamente la expresión de ech-42, prb-1, pbs-1 y tps-1 en ausencia de R. 

solani; ya que todos los genes fueron expresados en todos los tiempos 

ensayados. En base a esto, podemos proponer TGF-1 podría ser un represor 

directo a través de su actividad HAT. O podría participar también como un 

represor indirecto de estos genes, acetilando el promotor de un gen que codifique 

para un regulador negativo; otra posible explicación, es a través de otra HAT que 

este acetilando de manera específica o inespecífica. A este respecto, se ha 

reportado que las HATs Sas3 y Gcn5 son reclutadas a genes similares (Rosaleny 

et al., 2007). Por otro lado, un ejemplo del rol negativo de Gcn5, es el gen FLO8 

bajo condición de estrés en S. cerevisiae (Xue-Franxén et al., 2010). Otro ejemplo, 

es que Gcn5 es requerido para la represión de ARG1 en medio rico donde la 

expresión no es necesaria, pero el papel de Gcn5p cambia en medio mínimo, 

donde es requerida para la inducción de ARG1 (Ricci et al., 2002). 

 

En los cultivos duales de Δtgf-1 contra R. solani, mostró que la expresión de los 

genes analizados en la cepa mutante fue completamente reprimida en todos los 

tiempos. Una posible explicación es que TGF-1 es necesaria para mantener la 

homeostasis con las moleculas efectoras producidas por R. solani, lo cual en el 

fondo mutante favorece la represión de los genes de Trichoderma. Estos 

resultados indican que TGF-1 es requerida para la inducción de los cuatro genes 

en presencia del fitopatógeno o para contrarestar el efecto negativo de R. solani 

en T. atroviride. La excepción en la expresión de los genes ensayados fueron  

ech-42 y pbs-1. Probablemente, la inducción de estos genes en estas condiciones, 

sea debido a la actividad de otras HATs presentes en T. atroviride, como SAS3 

(ID223094; Schmoll et al., 2016); las cuales pueden tener roles sobrelapados con 

Gcn5p como en S. cerevisiae (Howe et al., 2001). 
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La adición de TSA al medio de cultivo indujo la expresión de todos los genes 

analizados en Δtgf-1, pero en diferentes tiempos comparados con el control, 

probablemente como resultado de la acetilación de histonas o puede ser 

compensado por otras HATs en ausencia de TGF-1. La adición de TSA en 

presencia de R. solani indujo la transcripción de ech-42 y pbs-1, los cuales fueron 

reprimidos a las 60 h de co-cultivo. Sin embargo, los genes prb-1 y tps-1 fueron 

reprimidos. Una posible explicación, es que la presencia de R. solani no es 

suficiente para la completa represión de los cuatro genes a tiempos tempranos 

como sucedió en la cofrontación con la cepa wt en presencia de TSA y pueda 

deberse a un retraso por la ausencia de TGF-1. 
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CONCLUSIONES 
 
 
La presencia del inhibidor de desacetilasas de histonas TSA: 
 

No afecta el sobrecrecimiento de T. atroviride sobre R. solani. 
 

Aumenta el afecto antibiótico de T. atroviride en el crecimiento de R. solani. 
 

Induce la expresión de los genes ech-42, prb-1, pbs y tps-1 en ausencia del 
fitopatógeno. 
 
Regula negativamente la expresión génica de ech-42, prb-1, pbs-1 y tps-1 
en presencia del fitopatógeno R. solani. 

 
 
 
La ausencia del gen tgf-1: 
 
 No afecta la capacidad micoparasítica de T. atroviride contra R. solani. 
 
 Aumenta la capacidad de inhibición del crecimiento del FLM de T. atroviride 

contra R. solani. 
 
 Permite que T. atroviride presente actividad quitinioítica constitutiva, pero 

actividad proteolítica inducible. 
 

Regula negativamente la expresión de ech-42, prb-1, pbs-1 y tps-1 en 
ausencia del fitopatógeno. 
 

 
TGF-1 es necesaria para la inducción de ech-42, prb-1, pbs-1 y tps-1 en presencia 
R. solani.  
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PERSPECTIVAS 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron establecer la participación de 

TGF-1 y la acetilación de las histonas como reguladores transcripcionales de 

genes relacionados con el micoparasitismo y el metabolismo secundario de T. 

atroviride. Un estudio futuro enfocado en la interacción y balance de acetilación 

entre HATs/HDACs; mediante ensayos de ChIP, ChIP on ChIP, podría determinar 

si la regulación por TGF-1 es, como activador o represor directo o indirecto e 

identificar la HDAC que participa en el proceso. 
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Anexo 2. Oligonucleótidos usados en este estudio 

Nombre 
del gen 

*JGI 
Protein ID 

Secuencia del 
oligonucleótido 

(5’ to 3’) 
Nombre del oligo 

nucleótido 
Tamaño del 

producto (bp) 

ech-42ª 176466 
atgttgggcttcctcggaaaatcc 
ccaggttctgaggctggaagtt 

Ech-42 fw 
Ech-42 Rv 237 

prb-1ª 268415 
atgaccagcattcgtcgtctcgct 
gcagtgctacgcttggtcaacga 

Prb-1 fw 
Prb-1 Rv 206  

pbs-1c 317938 ccgagacaagcgtcaagga 
cgctctgcgcattggtt 

Pbs-1 fw 
Pbs-1 Rv 152  

tps-1c 31441 ccatgttgagctccttcttcaa 
cgacggtgacttgcttaacg 

Tps-1 fw 
Tps-1 Rv 150  

act-1b 297070 
tcaccgaggcccccatcaacc 

cgaccggaagcgtacagggacaga 
Act fw 
Act Rv 127 

*JGI, Joint Genome Institute 
a Oligos diseñados por Aída Araceli Rodríguez Hernández (Tesis de Maestría, IPICYT) 
b Oligos diseñados por Edith Elena Uresti Rivera (Tesis de Maestría, IPICYT) 
c Oligos diseñados por Elida Yazmín Gómez Rodríguez (En este trabajo, se hizó una 

investigación en www.jgi.doe.gov/, para terpeno ciclasa (protein ID: 31441, de T. virens 
Vir4/Ciclasa DQ456846, reportada por Mukherjee et al., 2006; y para peptaibol sintetasa 
de T. virens tex1/NRPS AAM78457, reportada por Wiest et al., 2002). Y con estas 
secuencias se identificaron las secuencias en T. atroviride y se diseñaron los oligos. 
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Anexo 3. Figuras suplementarias. 

 
Figura S1. Ensayos de cultivos duales de las cepas T. atroviride wt y Δtgf-1 contra 
R. solani. Se inocularon las cepas silvestre de T. atroviride y Δtgf-1 del lado izquierdo de 
la caja de Petri y la cepa de R. solani del lado derecho. Tawt= T. atroviride cepa silvestre, 
Tawt/TSA= T. atroviride cepa silvestre + TSA, Tatgf-1 = T. atroviride cepa mutante Δtgf-1. 
Las fotos fueron tomadas a las 36, 48 y 60, h de crecimiento en PDA, antes y hasta 
contacto físico de las cepas. Las cajas de Petri fueron crecidas a 28°C. 
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Figura S2. Cepas creciendo solas como controles. Ta wt= T. atroviride cepa silvestre, 
Ta Δtgf-1= T. atroviride cepa mutante Δtgf-1, Tv= T. virens, Tc= T. citrinoviride, Th= T. 
harzianum y Rs= R. solani. Las fotos fueron tomadas a las 36, 48, 60, 72 y 96 h de 
crecimiento en PDA. Las cajas de Petri fueron crecidas a 28°C. 
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