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Introduccion

1. EL GENERO Trichoderma

1.1. MORFOLOGIA Y TAXONOMIA

El género Trichoderma agrupa hongos filamentosos pertenecientes a la Divisidn
Deuteromicota, cuyo principal atributo es la ausencia de ciclo sexual, y dentro de ésta,
a la clase de los Hifomicetos, caracterizada por producir conidios o esporas asexuales a
partir de células desnudas, sin la envoltura adicional de un cuerpo fructifero (Gams y
col., 1987). No obstante, en algunos aislamientos se ha descrito el estado perfecto o
sexual (teleomdrfico) que es conocido con el nombre genérico de Hypocrea mientras
que el estado asexual (anamoérfico o mitospdrico) se llama Trichoderma. Varias
especies comunes han perdido su habilidad de reproduccién sexual y se han
convertido en especies clonales, como por ejemplo Trichoderma longibrachiatum,
Trichoderma harzianum y Trichoderma parareesei (Druzhinina y col., 2008, 2010;
Samuels y col., 2010), aunque existen distintas publicaciones que sefialan que la mayor
parte de la diversidad genética de este género esta representada por su forma sexual
(Druzhinina y col., 2006; Kubicek y col., 2008; Jaklitsch, 2009, 2011).

Casi todas las especies de Trichoderma se desarrollan rdpidamente sobre
sustratos muy diversos y emiten grandes cantidades de pequefios conidios verdes
(Figura 1) o excepcionalmente hialinos, formados a partir de células conididgenas
enteroblasticas fialidicas (Kirk y col., 2001). Los conidiéforos son muy ramificados
(asemejandose a arbustos con forma piramidal), estdn tabicados y sus células
contienen mas de un nucleo. Los conidios son ovoides, con pared normalmente lisa
(ocasionalmente rugosa) y con un solo nucleo. En determinadas condiciones de estrés,
ya sea nutricional o por desecacidn, el micelio se diferencia en unas estructuras
asexuales de resistencia denominadas clamidosporas. Estas estructuras son globosas,
con pared rugosa y mas gruesa que la de los conidios, y tienen gran importancia en la
supervivencia del hongo (Lewis y Papavizas, 1984).

El género Trichoderma se describidé por primera vez hace 220 afos (Persoon,
1794). La taxonomia del género se basd en criterios morfoldgicos, lo que supuso una
gran confusion e imprecision, debido a su gran similitud fenotipica, a la hora de asignar
nombres a las nuevas especies. El primer estudio importante, basado en criterios
morfolégicos, lo realizé Rifai (1969) poniendo un cierto orden al género y definiendo
nueve agregados especificos. Mds tarde, Bisset (1991) revisé las especies de
Trichoderma existentes y propuso cinco nuevas secciones dentro del género. Desde
entonces se han ido utilizando otros criterios para aclarar la situacion taxondmica de
Trichoderma. Se han usado los perfiles de isoenzimas (Zamir y Chet, 1985; Stasz y col.,
1989) o distintas caracteristicas fisiolégicas o bioquimicas (Grondona y col., 1997).
Actualmente, gracias al uso de técnicas de biologia molecular, como estudios de RFLPs
(Restriction Fragment Length Polymorphism) DNA fingerprinting, RAPDs (random
amplified polymosphism DNA-PCR), marcadores SCAR (sequence characterized
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amplified region) y la secuenciacién de regiones concretas del genoma como el ADNr,
regiones ITS (Internal Transcribed Spacer) o de algun fragmento del gen tef1 (factor de
elongacion de la transcripcidn), los grupos taxondmicos estan siendo mucho mejor
definidos (Muthumeenakshi y col., 1994; Gams y Meyer, 1998; Lieckfeldt y col., 1998;
Hermosa y col., 1999, 2000, 2004b; Kullnig-Gradinger y col., 2002; Rubio y col., 2005).
En la actualidad, el género Trichoderma se compone de mdas de 100 especies
(Druzhinina y col., 2006) de las cuales tres han sido secuenciadas y anotadas:
Trichoderma atroviride, Trichoderma virens y Trichoderma reesei (Martinez y col.,
2008; Kubicek y col., 2011); y los genomas de otras cinco han sido secuenciados y
estdan siendo analizados: Trichoderma asperellum, T. harzianum, Trichoderma
hamatum y dos especies patégenas humanas: T. longibrachiatum y Trichoderma
citrinoviride (Mukherjee y col., 2013; Studholme y col., 2013; Xie y col., 2014).

Figura 1. Colonia de T. harzianum T34 en medio PDA (A) y su apariencia al microscopio dptico (B) y
electrdnico de barrido (C).

1.2. APLICACIONES

Las especies de Trichoderma poseen caracteristicas que las convierten en
organismos con un gran interés industrial. La habilidad de T. reesei para degradar el
material celuldsico ha guiado su explotacién comercial hacia areas tan diversas como
las fermentaciones alcohdlicas, los detergentes para el lavado de ropa, el blanqueo del
papel reciclado, la alimentacidon animal, o la produccidon de biocombustibles (Reese y
Mandels, 1989; Kubicek y col., 1990; Schuster y Schomoll, 2010). Por otro lado, la
capacidad secretora de Trichoderma lo presenta como una alternativa a los
organismos empleados hoy en dia para la produccién de proteinas con fines
farmacéuticos (Peterson y Nevalainen, 2012; Saloheimo y Pakula, 2012).

Recientemente se ha demostrado la habilidad de distintas especies de
Trichoderma en el campo de la nanotecnologia para la biosintesis de nanoparticulas de
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plata y cobre (Devi y col., 2013; Salvadori y col., 2014) y en la biorremediacion de
ambientes terrestres y acudticos contaminados con distintos compuestos téxicos como
pesticidas quimicos, metales pesados, cianuro e hidrocarburos de petréleo (Tripathiy
col., 2013; Balaji y col., 2014; Salvadori y col., 2014).

Una de las aplicaciones que mas interés despierta este género de hongos es la
utilizaciéon de diferentes especies de Trichoderma en control biolégico de
enfermedades de plantas producidas por otros hongos, bacterias, virus y nematodos
(Benitez y col., 2004; Harman y col., 2004; Druzhinina y col., 2011). El control bioldgico
se puede definir como el empleo de organismos distintos al hombre con capacidad
para reducir la poblacidn del agente causante de una enfermedad o evitar sus efectos
(Hjeljord y Tronsmo, 1998). Estos organismos pueden ser patégenos hipovirulentos
que compiten por el espacio y por los nutrientes, variedades de plantas mas
resistentes a la enfermedad o microorganismos antagonistas que interfieren con la
supervivencia del patdgeno o con sus mecanismos para provocar la enfermedad, como
es el caso de Trichoderma. Ademas, la principal ventaja del uso de agentes de control
bioldgico es que se evita que aparezcan resistencias entre la poblacion de patdgenos,
hecho que ocurre con el empleo de agroquimicos. Los agentes de control biolégico
suelen ser microorganismos de la microbiota autéctona por lo que no producen un
impacto negativo en el medio ambiente, al contrario que los agentes quimicos.

Trichoderma se ha usado como modelo de estudio en la mayor parte de las
investigaciones realizadas sobre el control bioldgico de enfermedades de origen
fungico, ya que se trata de un organismo ubicuo, facil de aislar y cultivar, y existe una
considerable cantidad de trabajos acerca de sus habilidades antagonistas y modos de
interaccidn con sus presas y con las plantas. Numerosas especies clasificadas dentro de
este género se han utilizado en experimentos de control bioldgico de hongos
patdgenos de plantas o en experimentos de control integrado que, en la mayoria de
los casos, se basan en la combinacidn de agentes bioldgicos y quimicos, reduciendo la
dosis de estos ultimos hasta niveles subletales, gracias al efecto sinérgico de la accién
de ambos tipos de tratamientos (Chet e Inbar, 1994; Monte, 2001). Ademas, se ha
demostrado cdmo una bioformulacidn, que contiene varias especies de Trichoderma,
suplementada con quitina, es capaz de reducir los efectos de patdégenos como
Rhizoctonia solani en plantas de tomate asi como de estimular su crecimiento (Solanki
y col., 2011). Tampoco debe obviarse, el potencial de los genes y productos génicos de
Trichoderma para el desarrollo de pesticidas bioldgicos (Lorito y col.,, 1994; Monte,
2001; Woo y col., 2006; Keswani y col., 2014).

T. harzianum, Trichoderma viride, T. asperellum, T. atroviride y T. virens son las
especies mas usadas en control biolégico (Papavizas, 1985; Chet, 1987; Harman y col.,
2010). Algunos de estos hongos, sdlos o en combinacidn con otras especies del género,
se vienen utilizando desde hace tiempo en preparaciones comerciales para el control
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de numerosas enfermedades de plantas producidas por hongos (Monte, 2001). Se
estima que mas del 60% de los biofungicidas registrados en el mundo estdn basados en
Trichoderma (Verma y col.,, 2007). Precisamente, el primer registro comercial en
Espafia de cepas de Trichoderma como materia activa fungicida (TUSAL®) corresponde
a una patente de la Universidad de Salamanca (Hermosa y col., 2004a).

También se han descrito especies de Trichoderma que estimulan el crecimiento
y el desarrollo de las raices de las plantas, lo que se traduce en un incremento de la
superficie de absorcidn y de la productividad de los cultivos. La mejora del crecimiento
de plantas inoculadas con Trichoderma se ha relacionado con su capacidad de
solubilizar nutrientes y de optimizar el uso de fertilizantes nitrogenados por parte de la
planta (Altomare y col.,, 1999; Harman y col., 2004; Shoresh y col., 2010; Harman,
2011).

Otra de las aplicaciones biotecnolédgicas de los genes de Trichoderma es la
expresion heterdloga en plantas con el objetivo de dotarlas de caracteristicas
beneficiosas, como la resistencia a enfermedades o la tolerancia de estreses abioticos
(Hermosa y col.,, 2012; Nicolas y col., 2014). Asi, se ha comprobado que lineas
transgénicas de tabaco y patata, que expresan un gen que codifica una endoquitinasa
de T. harzianum, son alta o completamente resistentes a los patdégenos de hoja
Alternaria alternata, Alternaria solani y Botrytis cinerea, y de suelo R. solani (Lorito y
col., 1998). Esta expresidon heterdloga también confiere una mayor resistencia a
Venturia inaequalis en plantas de manzana (Bolar y col., 2001), a Alternaria brassicicola
en plantas de brécoli (Mora y Earle, 2001) y a los patégenos Phoma tracheiphila y B.
cinerea en limonero, donde ademds se ha comprobado que existe correlacién entre
esta expresidn heterdloga y la sobreexpresidn de genes relacionados con la produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de genes sensibles al acido jasmonico (JA) y al
etileno (ET) (Gentile y col., 2007; Distefano y col., 2008).

La tolerancia a estreses abidticos inducida en Arabidopsis tras la sobreexpresién
de genes de choque térmico de la propia planta, conlleva una inhibicion del
crecimiento de la misma (Cazalé y col., 2009). Sin embargo, estas alteraciones en el
desarrollo no se han observado tras la expresion heterdloga del gen hsp70 de T.
harzianum, que codifica una proteina de choque térmico, en Arabidopsis, capaz de
inducir resistencia a altas temperaturas, alta salinidad y sequia (Montero-Barrientos y
col., 2010). También se ha observado que la expresién en esta misma planta del gen
Thkell de T. harzianum, que codifica una proteina involucrada en la actividad
glucosidasa, aumenta la germinacién y la tolerancia a estreses osmoéticos y salinos
(Hermosa y col.,, 2011), o que plantas transgénicas de tabaco, que expresan una
glutation transferasa de T. virens, mejoran la remediacién y el potencial de
degradacion de compuestos xenobidticos (Dixit y col., 2011).
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2. MECANISMOS DE ACCION DE Trichoderma

Los mecanismos de accion de Trichoderma se pueden agrupar en dos
categorias: el control biolégico de hongos, oomicetos y nematodos (con mecanismos
como la competicidn, el micoparasitismo y la antibiosis) y los efectos beneficiosos para
las plantas (promoviendo su crecimiento, aumentando su capacidad de defensa o
aliviando los efectos negativos de estreses abiodticos). Estas estrategias no son
excluyentes entre si, y la importancia relativa de cada una de ellas aun no esta bien
establecida, aunque parece que depende de la cepa de Trichoderma, del patdgeno
diana, del tipo de planta y de las condiciones ambientales.

2.1. CONTROL BIOLOGICO DE HONGOS, OOMICETOS Y NEMATODOS
FITOPATOGENOS

Hace poco mas de 80 aifos que Weindling (1932) describié la capacidad
antagonista de Trichoderma lignorum (ahora T. viride) sobre R. solani. Desde entonces
se han observado diferentes mecanismos, que se describen a continuacidn, por los
cuales Trichoderma previene y protege a las plantas del ataque de organismos
fitopatdégenos. De hecho, algunas cepas de Trichoderma han sido registradas en
Espana y la Unidon Europea como productos fitosanitarios para su aplicacién en
agricultura por su probada eficacia en el control biolégico de hongos fitopatégenos, su
gran capacidad para sobrevivir en distintos ambientes y su estabilidad genética y
fenotipica (Jiménez-Diaz y col., 2010).

2.1.1. COMPETICION

Se entiende por competicion el desigual comportamiento de dos o mas
organismos por un mismo requerimiento o recurso, de manera que la utilizacién de
éste por uno de ellos reduce la cantidad disponible para los demas. Estos
requerimientos o recursos pueden ser nutrientes, oxigeno, espacio fisico, luz, etc.
(Paulitz, 1990). La omnipresencia de Trichoderma en suelos naturales y agricolas de
todo el mundo (Hermosa y col., 2004b) es una prueba de que es un buen competidor
por el espacio y por los recursos nutritivos. Aparece en casi todos los suelos y también
en habitats naturales que contienen grandes cantidades de materia organica, donde se
comporta como un excelente descomponedor de material vegetal y fungico. Ademas,
muchas especies del género Trichoderma muestran una gran versatilidad metabdlica
gue les permite crecer utilizando un amplio abanico de fuentes de nitrégeno y de
carbono (Grondona y col., 1997). Por otra parte, la capacidad para colonizar la
rizosfera de las plantas es un punto clave en este proceso ya que un agente de control
bioldgico que no sea capaz de crecer en la rizosfera no podra competir por el espacio y
los nutrientes (Howell, 2003). Se ha descrito que Trichoderma es capaz de producir
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sideréforos que le ayudan a sobrevivir y competir mejor en la rizosfera a
concentraciones bajas de hierro (Mukherjee y col., 2012a). Ademas, se ha comprobado
un aumento en la expresién de genes relacionados con la adquisicién de nutrientes en
T. reesei cuando estd en contacto con R. solani (Atanasovay col., 2013).

A pesar de todo, es dificil determinar si la competicién por si sola es suficiente
para que Trichoderma ejerza su accidn antagonista o si, por el contrario, otros
mecanismos como la antibiosis o el micoparasitismo preparan el escenario para que la
competicidn se lleve a cabo de una forma mds eficaz (Harman, 2006).

2.1.2. MICOPARASITISMO

El micoparasitismo se define como la relacién que un organismo establece con
un hongo huésped de manera que se beneficia de éste, normalmente obteniendo
nutrientes, sin aportarle nada a cambio y en ocasiones causando su muerte. Cuando es
asi, se habla de micoparasitos necrotréficos, para diferenciarlos de los biotréficos, que
mantienen su relacion con células vivas durante periodos largos de tiempo. Gracias a
un estudio comparativo de los tres genomas anotados de Trichoderma, hasta la fecha
se sabe que el micoparasitismo es un rasgo hereditario y que algunas especies han
dejado de tener esta capacidad tras la pérdida de genes responsables de este proceso
(Kubicek y col., 2011).

El micoparasitismo ejercido por Trichoderma conlleva una serie de eventos
secuenciales. En primer lugar, Trichoderma localiza al patégeno a distancia, y comienza
a crecer por tropismo hacia él (Chet y col., 1981; Lu y col., 2004). Esta deteccién a
distancia se debe, al menos parcialmente, a la expresion secuencial de enzimas
degradadoras de pared celular, que al ser liberadas por Trichoderma difunden y
comienzan el ataque al hongo diana antes de que se haya producido contacto fisico
(Zeilinger y col., 1999; Viterbo y col., 2002; Seidl y col., 2009; Atanasova y col., 2013).

Una vez en contacto, Trichoderma puede enroscarse alrededor del hongo diana
y formar estructuras especializadas tipo apresorio (Benhamou y Chet, 1997), con las
que podra penetrar posteriormente en el interior de las hifas de su huésped (Figura 2).
Durante este proceso Trichoderma produce varias enzimas degradadoras de pared
celular: quitinasas, glucanasas y proteasas (Viterbo y Horwitz, 2010) que constituyen el
punto clave del micoparasitismo (Gruber y Seidl-Seiboth, 2012). Ademas, algunos
antibidticos como los peptaiboles contribuyen de manera sinérgica al debilitamiento
de la pared del hongo diana favoreciendo la penetracién de apresorios en las hifas de
éste (Schirmbock y col.,, 1994; Degenkolb y col., 2003; Mukherjee y col.,, 2012b).
Finalmente, Trichoderma digiere el contenido intracelular del hongo. Esta fase va
acompafiada de algunos cambios morfolégicos como vacuolizacion, pérdida de
citoplasma y desintegracion de las hifas del hospedador (Benhamou y Chet, 1997).
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También se ha comprobado que los antibiéticos de naturaleza peptaibdlica son
responsables de provocar la muerte celular en el hospedador (Shi y col.,, 2012). En
algunos casos, se ha observado esporulacién de Trichoderma tras la completa
digestion del hongo atacado e incluso la colonizacién y destruccidén de estructuras mas
resistentes, como los esclerocios de hongos fitopatégenos (Elad y col., 1983).

Figura 2. Trichoderma parasitando al hongo R. solani. En la foto de la izquierda, Trichoderma parasita
una hifa de R. solani; se observa una reaccion de enroscamiento tipico de esta interaccion. La foto del
centro muestra una ampliacion de la interaccion Trichoderma-Rhizoctonia en la que pueden observarse
las estructuras tipo apresorio. La barra equivale a 10 um. En la foto de la derecha, la hifa de R. solani de
la que se ha retirado la hifa de Trichoderma muestra los poros provocados por el micoparasito en
algunos puntos de unidén entre ambas hifas. R, hifa de R. solani. T, hifas de Trichoderma sp. A,
estructuras de tipo apresorio (tomado de Harman y col., 2004).

Como ya se ha mencionado, el mecanismo micoparasitico de Trichoderma
implica la accién de diversas enzimas, entre las que se encuentran expansinas
(Reithner y col., 2011), y distintas hidrolasas de pared celular (Viterbo y Horwitz, 2010).
Debido a que la quitina y el B-1,3-glucano son los principales componentes
estructurales de las paredes celulares de hongos [excepto en el caso de los oomicetos
(Bartnicki-Garcia, 1968) que han dejado de estar clasificados como hongos para formar
parte de los cromistas], se ha propuesto que las quitinasas y las B-1,3-glucanasas son
las enzimas claves en este proceso (Elad y col., 1982; Papavizas, 1985; de la Cruz y col.,
1992). Sin embargo, se ha visto que las proteasas y otras enzimas que hidrolizan
componentes minoritarios de las paredes fungicas (B-1,6-glucanos o a-1,3-glucanos)
también estan implicadas en el micoparasitismo (Djonovi¢ y col., 2006; Montero y col.,
2007; Monteiro y col., 2010).

2.1.3. ANTIBIOSIS

La antibiosis consiste en la inhibicién del crecimiento de un organismo por el
producto metabdlico de otro, sin que medie contacto fisico entre ellos. Muchas cepas
de Trichoderma liberan metabolitos secundarios, volatiles y no volatiles (Cardoza y
col., 2005; Reino y col., 2008), que producen este efecto, ademas de actuar como
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moléculas sefializadoras en el didlogo con la planta (Vinale y col., 2006, 2008a;
Malmierca y col., 2014b). La actividad antibiética de Trichoderma la detecté Weindling
(1932) por primera vez y desde entonces se han descrito numerosos antibidticos
producidos por las especies de este género.

La produccién de metabolitos secundarios, compuestos que parecen no tener
un papel vital en el metabolismo de los organismos que los producen, es dependiente
de la cepa y de las condiciones ambientales, que determinan qué moléculas se
sintetizardn y en qué cantidad (Hermosa y col., 2014). Por otra parte, el papel de estos
compuestos en el antagonismo es fundamental, y los mecanismos antagonistas que
despliega Trichoderma no son independientes, sino que interactan unos con otros
(Jeger y col., 2009). Un ejemplo de accion sinérgica se ha observado en el efecto
antifungico frente a hongos fitopatégenos de los géneros Botrytis, Fusarium o
Alternaria, que se incrementa tras una aplicacidon conjunta de antibidticos y enzimas
hidroliticas de Trichoderma (Schirmbock y col., 1994; Lorito y col., 1996).

Los metabolitos secundarios producidos por Trichoderma se clasifican en
diferentes grupos segun su origen biosintético y su estructura quimica. De manera
general, en base a las estructuras de los diferentes metabolitos con actividad
antibidtica identificados hasta ahora en Trichoderma se pueden distinguir dos grupos
principales:

I. Metabolitos de bajo peso molecular (< 3000 Daltons) y volatiles: este grupo

incluye compuestos aromaticos sencillos, algunos poliquétidos como pironas vy
butendlidos, terpenos volatiles y de tipo isociano, y sustancias relativamente no
polares que tienen una presidn de vapor significativa. En el ambiente del suelo, estos
compuestos organicos volatiles podrian recorrer distancias a través del sistema edafico
y la rizosfera, y mejorar la condicién de un organismo al modificar la fisiologia de otros
organismos competidores, como sucede con la 6-pentil-a-pirona (6PP) (Vinale y col.,
2008a; Rubio y col., 2009).

Il. Metabolitos de alto peso molecular y polares: este grupo incluye peptaiboles

gue pueden exhibir su actividad en interaccién directa por contacto entre especies de
Trichoderma y sus antagonistas (Sivasithamparam y Ghisalberti, 1998; Shi y col., 2012).

Entre los metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana mas
representativos del género Trichoderma estan los poliquétidos y los terpenos (Cardoza
y col., 2005; Reino y col., 2008; Mukherjee y col., 2012a; Shi y col; 2012). Dentro de
estos ultimos se incluyen los trichotecenos como la trichodermina, aislada de
Trichoderma polysporum, Trichoderma sporulosum y Trichoderma brevicompactum, y
el harzianum A, aislado de Trichoderma arundinaceum ampliamente estudiado
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(Tijerino y col., 2011a, 2011b; Malmierca y col., 2012, 2014a, 2014b), ambos con
actividad antifungica. Recientemente, el desarrollo de la gendmica y la protedmica ha
permitido identificar algunos genes y los clusters biosintéticos de estos compuestos,
(Lorito y col., 2010; Cardoza y col., 2011). Sin embargo, a pesar de la importancia
toxicoldgica y biotecnolégica y de sus caracteristicas antibidticas y citotdxicas, el
registro de estos metabolitos necesita ser analizado con cautela.

2.2. RELACION CON LAS PLANTAS

Algunas cepas de Trichoderma han mostrado efectos directos en las plantas:
aumentando su potencial de crecimiento, la absorcién de nutrientes, la eficiencia en el
uso de fertilizantes, el porcentaje y velocidad de germinacidon de las semillas, y la
estimulacion de sus defensas frente a dafos bidticos y abidticos (Shoresh y col., 2010).
Aunque algunas especies del género han evolucionado como endofitas en raices
(Druzhinina y col., 2011), no todas las cepas son aptas para colonizar la planta e inducir
una respuesta defensiva en la misma (Howell, 2003). Aquellas que lo son, germinan y
colonizan la superficie de las raices llegando a penetrar en las primeras capas de
células del cortex vegetal (Yedidia y col., 1999; Harman y col., 2004; Woo y col., 2006).
Se ha confirmado cémo se fortalece la epidermis y las paredes corticales celulares de la
planta por el depdsito de infiltraciones de celulosa y de calosa (Chacén y col., 2007),
incluso mas alla del sitio de penetracion del hongo, impidiendo su entrada en el tejido
vascular (Yedidia y col., 1999). Recientemente, se ha observado que mutantes de
Arabidopsis deficientes en el gen que codifica la isocorismato sintasa, enzima
implicada en la sintesis de acido salicilico (SA), son susceptibles de ser colonizados por
T. harzianum llegando incluso a pasar del apoplasto a los haces vasculares de la raiz
(Alonso-Ramirez y col., 2014).

La rizosfera es el nicho ecolégico comin para Trichoderma y le da la
oportunidad de comportarse como biétrofo y saproéfito (Druzhinina y col., 2011). La
afinidad por la rizosfera se puede explicar por dos preferencias nutricionales. La
primera es que la mayoria de las raices son colonizadas por hongos micorricicos
(Martinez y col., 2003) o bacterias saprofiticas (Vrany y col., 1990) que son presas
potenciales para Trichoderma. La segunda, es que las raices de las plantas, en especial
sus apices, estan recubiertas de una capa gelatinosa denominada mucigel, que
contiene polisacaridos altamente hidratados, pectina y hemicelulosa, que es altamente
degradable por Trichoderma. Se ha comprobado que una endopoligalacturonasa de T.
harzianum es necesaria para que este hongo se establezca con éxito en la rizosfera de
tomate (Moran-Diez y col., 2009). Ademads, se ha demostrado que la sacarosa
secretada por las raices de las plantas juega un papel importante como fuente de
carbono para T. virens, facilitando la colonizacién de la raiz, coordinando los
mecanismos de defensa y aumentando la capacidad fotosintética de las hojas (Vargas y
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col., 2009). Debido a las permeasas que tiene el hongo éste es capaz de transportar
sacarosa al interior de las hifas y asimilarla gracias a una invertasa intracelular. De
hecho, se ha estudiado un transportador de sacarosa especifico que se induce en
Trichoderma durante los estadios tempranos de la colonizacién de raiz (Vargas y col.,
2011).

La adherencia de Trichoderma a las raices de las plantas esta mediada por
varias proteinas de la pared celular fungica, como son por ejemplo las hidrofobinas
(Kubicek y col., 2008). El contacto también conlleva la activacién de los mecanismos de
defensa de la planta (Viterbo y Chet, 2006). Se ha descrito una proteina en
Trichoderma, denominada eswolenina, que contribuye a la colonizacién de las raices
de pepino por parte del hongo y que ademas es capaz de inducir una respuesta de
defensa local frente a B. cinerea y Pseudomonas syringae (Brotmany col., 2008).

2.2.1. PROMOCION DEL CRECIMIENTO

En los ultimos afios se ha documentado la capacidad de Trichoderma para
estimular el crecimiento y desarrollo de las raices de las plantas, lo que se traduce en
un incremento en la productividad de los cultivos (Harman y col., 2004; Harman,
2011). Para explicar este hecho, se han sugerido varios mecanismos, como son la
produccién de factores de crecimiento y vitaminas, el control de patégenos menores o
la conversién de material no utilizable en formas que puedan ser asimiladas por las
plantas. Por ejemplo, Trichoderma posee la capacidad de solubilizar metales como el
zinc, el manganeso, el hierro o el cobre, convirtiéndolos en nutrientes asimilables por
las plantas (Altomare y col., 1999; Benitez y col., 2004; Harman y col., 2004; Vinale y
col., 2013). También se ha descrito que la proteina QID74 en este hongo, ligada a la
pared celular de las hifas, es capaz de modificar la arquitectura de la raiz aumentando
su superficie de absorcidon de nutrientes por medio del incremento del nimero vy
longitud de los pelos radicales en las raices secundarias (Samolski y col., 2012).

Se sabe que el tratamiento con T. harzianum de plantas de maiz crecidas en
suelos pobres en nitréogeno, causa cambios fisioldgicos en las mismas; asi, éstas son
mayores y mas verdes al principio de la fase de crecimiento, y luego adquieren un
mayor didmetro de tallo, que proporciona mejores rendimientos de grano (Harman,
2000). También ciertos metabolitos con actividad antifungica pueden tener un efecto
beneficioso en la promociéon del crecimiento de las plantas, como es el caso de bajas
concentraciones del acido harzianico producido por T. harzianum (Vinale y col., 2009).

Existen estudios que demuestran que algunas cepas de Trichoderma pueden
regular los niveles de auxina (acido indolacético, IAA) en la rizosfera, una hormona que
promueve el crecimiento de las raices laterales de las plantas y, por extensidn,
proteger el sistema radical e inducir defensa sistémica frente al atague de patdogenos
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(Bjorkman, 2004). Por ejemplo, T. virens incrementa la biomasa de la raiz y aumenta el
crecimiento de las raices laterales en Arabidopsis, probablemente por mecanismos
mediados por IAA (Contreras-Cornejo y col., 2009, 2014).

Sin embargo, la promocién del crecimiento de las plantas provocada por
Trichoderma también podria deberse a una disminucidén en los niveles de ET, mediada
por la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa. Esta enzima
degrada el ACC, que es un precursor de ET, y se ha comprobado que se expresa
durante la interaccién de T. atroviride con plantas de tomate (Gravel y col., 2007), y de
T. asperellum con raices de colza (Viterbo y col., 2010).

2.2.2. RESPUESTA DE DEFENSA

Las plantas estan obligadas a discriminar entre los diferentes retos que les
plantea su entorno y responder ante ellos. Este es el caso de los miles de
microorganismos que conviven con ellas, que pueden ser tanto perjudiciales como
beneficiosos. Es por ello que plantas y microorganismos han coevolucionado hasta
crear un didlogo complejo y dindmico con respuestas de ataque y defensa.

Las plantas poseen dos grandes tipos de defensa (Figura 3). La primera de ellas
es la defensa preformada o constitutiva, que supone una barrera inicial de proteccién.
Esta defensa puede ser de tipo estructural (presencia de capas gruesas de cuticula,
mas cantidad y calidad de ceras en la superficie de las hojas y frutos, etc.) o quimica
(presencia y secrecién de glucésidos, saponinas, alcaloides, etc.).

Defensa en plantas

Constitutiva m

v v v

Quimica Estructural Localizada Sistémica

Acumulacién de -Grosor de las
sustancias cuticulas
toxicasen la -Presencia de ceras

células vegetales ' l

Respuesta SA JA JAJET
Hipersensible (HR) Respuesta Respuesta frrzime
Puede causar en la planta una asociadaala asociadaala asociada a las
muerte celular localizada hormona acido hﬂ_’mo“_ﬂ acido hormonas etileno
salicilico jasmonico y cido jasménico

Figura 3. Esquema de la respuesta defensiva en plantas.

Para convertirse en patégenos, muchos microorganismos tienen que superar
esta barrera de defensa constitutiva y para ello pueden acceder al interior de la planta
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a través de la superficie de la hoja o de la raiz, directamente, por heridas o por
aperturas naturales como los estomas. Una vez dentro de la planta, se encuentran con
la pared celular, rigida y celuldsica, que rodea a cada célula. Su penetracion expone al
patégeno a las defensas inducibles, constituidas en primer lugar por receptores
embebidos en la membrana citoplasmatica, conocidos como receptores PRR (pattern
recognition receptors), que reconocen los denominados patrones moleculares
asociados a patégenos (pathogen-associated molecular patterns o PAMPs) (Chisholm y
col., 2006). La percepcién de los PAMPs por los PRRs es comun a todos los organismos
multicelulares y conduce a una serie de reacciones de defensa y redistribucion de la
energia celular para prevenir nuevos ingresos de patogenos (Nicaise y col., 2009). Los
PAMPs estan muy conservados entre diferentes tipos de microorganismos como
bacterias (lipopolisacarido, flagelina o factor de elongacién de la transcripcidon EF-tu),
hongos (quitina o ergosterol) u oomicetos (B-glucanos). Los receptores PRR también
son capaces de reconocer DAMPs (damage-associated molecular patterns), que son
moléculas liberadas por la accidn hidrolitica de los microorganismos, como es el caso
de oligogalacturénidos, fragmentos formados al romperse el homogalacturonano de la
matriz extracelular de la planta herida o por la accién de las endopoligalacturonasas de
un microorganismo. La unidon de PAMPs o DAMPs con los PRRs induce una respuesta
de defensa basal e inespecifica (Bruce y Pickett, 2007), conocida como inmunidad
provocada por patégenos (PAMP-triggered immunity o PTI), en la que se fosforilan
cascadas de proteinas quinasas que conducen a la activacién de factores de
transcripcion tipo WRKY reguladores de las respuesta de defensa (Pandey y Somssich,
2009), a la vez que se produce una rapida alcalinizacién del medio, se estimula la
apertura de canales de iones, se produce un estallido oxidativo y nitrosativo (Mur y
col., 2013a), y cambios en el estado redox celular, un reforzamiento de la pared en
forma de produccién de lignina y acumulacion de depdsitos de calosa entre la pared
celular y la membrana citoplasmatica, y el cierre de estomas. La PTI induce la
produccién de SA, requerido para activar la defensa local y sistémica, y la produccion
de ET y la acumulacion transitoria de JA enddgeno, como fitohormonas sefializadoras
primarias en la regulacién de la respuesta inmune de las plantas (Pieterse y col., 2009).
Normalmente, la PTI es suficiente para mantener al patégeno controlado, aunque su
inicio lento la hace vulnerable al ataque de patégenos adaptados (Katagiri y Tsuda,
2010). Los patégenos han evolucionado para suprimir la PTI, bien interfiriendo su
reconocimiento por los receptores PRR o bien secretando moléculas efectoras
(proteinas Avr, coronatina, giberelinas, etc.) al citoplasma de la célula vegetal por
medio de un sistema de secrecién de tipo Il (bacterias), haustorios (hongos vy
oomicetos) o estilestes (afidos y nematodos), que alteran la sefializacion o la
manifestacion de las respuestas de defensa PTI (Dodds y Rathjen, 2010).
Interesantemente, la capacidad para liberar moléculas efectoras de forma directa en el
citoplasma de las células hospedadoras para suprimir la PTl es una caracteristica
integradora de los organismos fitopatdgenos pero a la vez especifica para cada uno de
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ellos, ya que un patégeno puede producir hasta 20-30 moléculas efectoras diferentes
(Hammond-Kosack y Parker, 2003). El aumento de la susceptibilidad de la planta a los
patdgenos debida a la supresion de la PTl por estas moléculas se conoce como
effector-triggered susceptibility (ETS) (Jones y Dangl, 2006).

Las plantas han evolucionado, a su vez, desarrollando un tipo de receptores
citoplasmaticos capaces de contrarrestar a las moléculas efectoras, entre ellos los mads
abundantes son un tipo de receptores muy polimdrficos que contienen un sitio de
unién a nucleétidos (NBS) y un dominio con repeticiones ricas en leucina (LRR).
Efectores de organismos pertenecientes a distintos reinos son reconocidos por los
receptores NBS-LRR y, como resultado se produce una inmunidad provocada por
efectores (effector-triggered immunity o ETI) que normalmente resulta en una
respuesta hipersensible (HR) en los sitios de inoculacidén y proporciona una resistencia
local efectiva frente a patégenos con estilo de vida biotréfico y hemibiotréfico (Jones y
Dangl, 2006). También se ha descrito que el péptido bacteriano flg22 y la flagelina
inducen HR (Naito y col., 2008), revocando la creencia de que los PAMPS generalmente
no inducen esta respuesta.

Debido a los multiples efectores que tiene un microorganismo se pueden
activar y reprimir, una y otra vez, sucesivas respuestas ETI, estableciéndose un modelo
que funciona en forma de zig-zag (Jones y Dangl, 2006) (Figura 4). Aunque la ETI se
asocia a respuestas locales mas intensas que la PTI, las redes de sefializacién de ambos
tipos de defensa se solapan parcialmente, dando lugar al reforzamiento de la pared, ya
referido; a la produccion de metabolitos secundarios antimicrobianos, como las
fitoalexinas; y a la acumulacién de proteinas relacionadas con la patogenicidad (PR),
tales como quitinasas, glucanasas e inhibidores de proteasas, capaces de degradar la
pared de hongos y oomicetos, o interferir en su plan de ataque. Es, por tanto,
cuestionable que PTI y ETI sean respuestas de defensa diferentes, siendo PTI la
variante débil de la ETI. Mas bien parece que PTI y ETI generan respuestas fuertes o
débiles dependiendo de su interaccion especifica, y que distintas moléculas (PAMPs,
DAMPs o efectores) activan distintas rutas de sefializacién de defensa, dependiendo de
la propia molécula elicitora, del tipo de receptor y posiblemente de las condiciones
ambientales prevalentes en cada situacion (Thommay col., 2011).
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Figura 4. Cambios en la amplitud de defensa de las plantas en respuesta a patdgenos o cepas de
Trichoderma siguiendo el modelo de zig-zag propuesto por Jones y Dangl (2006). Las flechas azules
indican la respuesta defensiva de la planta en presencia de Trichoderma mientras que las flechas
moradas corresponden a la respuesta defensiva de la planta en presencia de un patégeno. MAMPs son
patrones moleculares asociados a microbio; PAMPs son patrones moleculares asociados a patégeno;
MTI/PTI es la inmunidad provocada por MAMPs o por PAMPs, respectivamente; ETS es la susceptibilidad
provocada por efectores del microorganismo; ETI es la inmunidad provocada por dichos efectores; HR es
la respuesta hipersensible. Avr-R es la interaccion especifica entre un gen efector Avr del
microorganismo y un gen de resistencia de la planta (tomado de Lorito y col.,, 2010, con ciertas
modificaciones).
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Los microorganismos beneficiosos, como las bacterias de la rizosfera
promotoras del crecimiento (PGPR), micorrizas o Trichoderma, también son capaces de
activar la respuesta defensiva en las plantas. En este caso, al tratarse de no patdgenos,
sus firmas sefializadoras se denominan patrones moleculares asociados a microbio
(microbial-associated molecular patterns o MAMPs), que al igual que los PAMPs estan
muy conservados. En Trichoderma se ha identificado una amplia variedad de MAMPs
(Hermosa y col., 2012): xilanasas (Rotblat y col., 2002), celulasas (Martinez y col.,
2001), ceratoplataninas (Djonovic¢ y col., 2006; Seidl y col., 2006) o incluso metabolitos
secundarios que a bajas dosis pueden actuar como MAMPs, como pueden ser las 6PP,
la harzianolida o la harzianopiridona (Vinale y col.,, 2008a). Ademas, Trichoderma
también es capaz de producir DAMPs, por la acciéon de determinadas enzimas
hidroliticas del hongo, como sucede con la endopoligalacturonasa ThPG1 aislada de T.
harzianum (Moran-Diez y col., 2009) o con distintas celulasas (Martinez y col., 2001).
De esta manera, se activaria un tipo de inmunidad, similar a la PTI, denominada
MAMP-triggered immunity (MTI) que parece ser mas fuerte que la provocada por los
patégenos (MTI>PTI), gracias a la produccién de esa gran variedad de MAMPs, algo no
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tan comun a otros microorganismos (Lorito y col., 2010), capaces de unirse a
receptores PRR. Hasta hoy sdlo se ha podido identificar una asociacién MAMP-PRR en
Trichoderma: la xilanasa EIX de T. viride (Rotblat y col., 2002) y su correspondiente
receptor LeEix2 (Ron y Avni, 2004). No obstante, los genomas de Trichoderma
contienen muchas proteinas de unién a quitina con dominios de lisina (LysM) (Kubicek
y col., 2011) capaces de suprimir la defensa basal (PTl) de la planta secuestrando
quitooligosacaridos susceptibles de ser reconocidos por receptores PRR como el LysM-
CERK1 (de Jonge y col., 2010).

Como se indicé anteriormente, la respuesta MTI/PTI desencadena varios
procesos, entre ellos la produccion de fitoalexinas y compuestos fendlicos, pero se
sabe que Trichoderma es capaz de suprimir la produccién de fitoalexinas (Masunaka y
col., 2011) o degradar los compuestos fendlicos exudados por las plantas (Chen y col.,
2011). De una manera similar a lo que ocurre con los patdgenos, Trichoderma es capaz
de producir efectores, algunos de los cuales pueden ser los propios MAMPs (Hermosa
y col., 2012, 2013), causando una respuesta ETI mas robusta que la provocada por los
patdgenos, ya que produce en la planta una reaccién mas répida e intensa (priming), o
la activa mediante la liberacion en el citoplasma de la planta de efectores que pueden
ser especificamente reconocidos por receptores NBS-LRR. En este sentido, se han
identificado en T. harzianum y T. atroviride proteinas homodlogas a las proteinas
efectoras Avr4d y Avr9 de Cladosporium fulvum (Harman y col., 2004), y se han descrito
receptores NBS-LRR en plantas de judia en interaccién con T. atroviride y en plantas de
maiz en interacciéon con T. harzianum (Marra y col., 2006; Shoresh y Harman, 2008).
También se ha comprobado cémo el trichoteceno harzianum A de T. arundinaceum
puede activar una respuesta defensiva frente a B. cinerea en plantas de tomate
(Malmierca y col., 2012; 2014b). Tomando todos estos datos en conjunto, parece que
Trichoderma también es capaz de provocar respuestas de defensa que cumplen el
modelo zig-zag (Lorito y col., 2010) indicado anteriormente (Figura 4). Sin embargo, se
necesitan estudios mas concretos que identifiquen tanto los elicitores (MAMPs y
efectores) de Trichoderma como sus correspondientes receptores en las plantas para
poder generalizar esta hipdtesis.

Una vez que se ha producido una interaccién especifica, PTI/MTI o ETI, se
desencadena toda una bateria de respuestas por parte de la planta en la que
participan distintas fitohormonas: SA, JA o ET. La respuesta mediada por JA y JA/ET se
conoce como resistencia sistémica inducida (ISR) mientras que la respuesta mediada
por SA se conoce como resistencia sistémica adquirida (SAR). Los términos ISR y SAR se
han utilizado en los ultimos afios para definir los modelos de rutas de sefalizacion
hormonal que marcan las defensas de las plantas frente a patdgenos, insectos vy
heridas, siendo la respuesta SAR desencadenada por patdégenos biotrofos y la ISR
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activada por heridas, insectos, rizobacterias, hongos beneficiosos y patdgenos
necrotrofos.

Son varios los estudios que proponen una similitud entre la ISR por
rizobacterias (van Loon y Bakker, 2005; Yang y col., 2009) y la respuesta
desencadenada por Trichoderma (Shoresh y col., 2005; Alfano y col., 2007; Segarra y
col., 2009). Precisamente, como otros microorganismos que no son patdgenos,
Trichoderma activa ISR, la cual culmina en la acumulaciéon de componentes asociados a
las rutas del JA y del ET como son la fenilalanina amonio liasa, la hidroperdxido liasa y
la peroxidasa (Shoresh y col., 2010).

No obstante, también se han descrito respuestas de tipo SAR desencadenadas
por T. virens (Howell, 2003), T. harzianum (Mordn-Diez y col., 2009) y T.
longibrachiatum (Martinez y col., 2001), y se ha comprobado cémo en estadios
tempranos de la interaccién de T. asperellum con plantas de pepino se activa SAR
cuando se inocula el hongo en altas concentraciones (Segarra y col, 2007).

La linea que separa ambas respuestas no estda claramente delimitada vy
actualmente se acepta mejor la existencia de un didlogo entre ambas rutas. Pieterse y
col. (2009) revisaron como las respuestas de defensa frente a microorganismos
también estan relacionadas con las respuestas de la planta frente a estreses
ambientales, formando una red interconectada de sefalizacion hormonal en la que
giberelinas, IAA y dcido abscisico (ABA) también desempefian un papel protagonista.

Se ha confirmado que las plantas tratadas previamente con Trichoderma son
capaces de desencadenar la respuesta SAR durante largo tiempo, mediante la
sobrerregulacion de genes marcadores de SA en la planta. Sin embargo, si esas mismas
plantas son infectadas mas tarde con el patégeno B. cinerea se produce una
disminucion en la expresién de esos mismos genes, dando lugar a la induccién de
genes de la ruta del JA, desencadenando finalmente una respuesta ISR que se
incrementa con el tiempo (Tucci y col., 2011; Malmierca y col., 2014b).

El didlogo entre Trichoderma y la planta es un proceso dindmico y la expresién
de genes relacionados con las rutas de sefializacion de defensa por JA/ET y/o SA se
puede solapar en funcion de la cepa de Trichoderma, la concentracién a la que se
aplique, el tipo de material vegetal, el estadio de desarrollo de la planta y el momento
y duracién de la interaccién (Hermosa y col., 2012).

2.2.3. RESISTENCIA A ESTRESES AMBIENTALES

Trichoderma es capaz de aumentar la resistencia de las plantas a estreses
abidticos, aunque los mecanismos mediante los cuales ejerce este efecto todavia no se
conocen (Hermosa y col., 2012). Asi, se ha visto cdmo plantas de maiz son mas
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resistentes a la deficiencia de agua cuando estan inoculadas con T. harzianum (Donoso
y col., 2008) y cémo hay un retraso en la aparicién de los sintomas provocados por la
sequia en plantas de cacao en asociacion con T. hamatum (Bae y col., 2009). También,
se ha comprobado que semillas de tomate tratadas con T. harzianum estan mas
protegidas frente a un estrés osmético, salino y térmico (Mastouri y col., 2010). Por
otro lado, un estudio transcriptémico mediante microarrays ha puesto de manifiesto la
induccion de genes relacionados con estrés abidtico en Arabidopsis tras su interaccién
con T. harzianum (Moran-Diez y col., 2012).

3. OMICAS

En los ultimos afios el desarrollo de la biologia molecular y celular ha motivado
el perfeccionamiento y desarrollo de nuevas técnicas biolégicas y bioinformaticas. Los
avances logrados en estas dreas han abierto la puerta a una nueva mentalidad en la
qgue se desarrolla una vision global de los procesos biolégicos. Este concepto de
globalizacion, se ve reflejado en el desarrollo de lo que se ha denominado como “La
era Omica”.

Gendmica: lo que
puede pasar

Transcriptomica:
lo que parece que
estd pasando

| | Protedmica: lo que
hace que ocurra Metabolémica: lo

que ha ocurridoy
esta ocurriendo

Las consecuencias:
fenotipo

Figura 5. Esquema de las distintas disciplinas que forman las “6micas”.

El término “dmicas” hace referencia a varias disciplinas, como la gendmica, la
protedmica, la transcriptdmica o la metabolémica (Figura 5). A las tres ultimas también
se las agrupa bajo la denominacidon de “gendmica funcional”, ya que estudian los
productos de la expresion de los genes. Todas las “6micas” se basan en el andlisis de
un gran volumen de datos, y por lo tanto se valen de la bioinformatica y de técnicas
rapidas y automatizadas de alto rendimiento.
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3.1. GENOMICA

La gendmica se puede definir como el conjunto de disciplinas relacionadas con
el estudio de los genomas (del conjunto de genes y organizacion génica de un
organismo) y sus aplicaciones.

Respecto a Trichoderma, un proyecto de gendmica realizado por el Joint
Genome Institute (JGI, dependiente del Departamento de Energia de los EE.UU.)
proporciond la secuencia completa del genoma de T. reesei. Toda la informacién
relacionada con los 9.143 genes de este trabajo se encuentra en la pdgina web:
http://genome.jgi-psf.org/Trire2/Trire2.home.html (Martinez y col., 2008).

En 2011 se ensamblaron completamente los genomas de dos cepas
correspondiente a dos especies muy usadas en biocontrol como son T. virens y T.
atroviride. Toda la informacidn relacionada con estos trabajos se encuentra en las
paginas web: http://genome.jgi-psf.org/TriviGv29 8 2/TriviGv29 8 2.home.html y
http://genome.jgi-psf.org/Triat2/Triat2.home.html, respectivamente (Kubicek y col.,
2011).

La comparacién de estos tres genomas ha evidenciado que comparten entre el
78 y el 96% de los genes. Ademas, un analisis filogenético demostré que tanto T. reesei
como T. virens son derivados de T. atroviride, que su funcidn ancestral fue la micotrofia
(Druzhinina y col., 2011), y que evolucionaron hasta convertirse en micoparasitos. Sin
embargo, T. reesei ya no tiene esa capacidad ya que ha perdido los genes especificos
para ello (Kubicek y col., 2011).

Durante la escritura de esta Tesis Doctoral se ha anunciado la finalizacién de los
procesos de secuenciacion de los genomas de las especies T. harzianum, T. asperellum,
T. citrinoviride, T. longibrachiatum y T. hamatum (Mukherjee y col., 2013; Studholme y
col.,, 2013; Xie y col., 2014). Sin embargo, la anotacion de estos genomas y los
posteriores estudios comparativos con los ya publicados, todavia llevara un tiempo.

3.2. TRANSCRIPTOMICA

La transcriptémica estudia y compara transcriptomas, es decir, los conjuntos de
ARN mensajeros (ARNm) o transcritos presentes en una célula, tejido u organismo. Los
transcriptomas son muy variables, ya que muestran qué genes se estdn expresando
bajo una determinada condicién en un momento dado.

Se han seguido diferentes estrategias para el estudio del transcriptoma, como
métodos basados en ESTs (expressed sequence tags), la busqueda de grupos
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especificos de genes (como por ejemplo quitinasas, peptidasas, hidrofobinas, etc.), la
hibridacién sustractiva supresiva (SSH), o los arrays.

3.2.1. ESTs

El primer trabajo realizado exclusivamente mediante un andlisis de ESTs en
Trichoderma se centrd en el estudio de las rutas de secrecidén y procesamiento de
proteinas en T. reesei QM6a (Diener y col., 2004). Se secuenciaron 21.888 ESTs a partir
de dos genotecas diferentes de ADN complementario (ADNc), que correspondieron a
7.943 transcritos unicos.

Liu y Yang (2005) secuenciaron 3.298 ESTs, a partir de una Unica genoteca de T.
harzianum, de una cepa no especificada, que correspondieron a 1.740 transcritos
Unicos; e identificaron distintos genes potencialmente implicados en control bioldgico.

En el afio 2002 comenzo el proyecto de gendmica funcional TrichoEST, con el
objetivo de identificar genes y productos génicos de Trichoderma spp. con alto valor
biotecnoldgico. Se construyeron 28 genotecas de ADNc, utilizando poblaciones de
ARNmM obtenidas bajo condiciones que simulaban procesos de biocontrol, estreses
nutritivos e interacciéon con plantas, a partir de 12 cepas pertenecientes a ocho
especies diferentes de Trichoderma (Rey y col., 2004). Se secuenciaron mas de 25.000
ESTs y un analisis in silico de las mismas revelé 13.814 transcritos Unicos, 8.710 de los
cuales provinieron de genotecas de ADNc de T. harzianum (Vizcaino y col., 2006b). Asi,
en esta especie se identificaron varios genes entre los que destacan varios que
codifican proteasas (Suarez y col., 2005), un transportador de oligopéptidos (Vizcaino y
col., 2006a), un gen que codifica la endopoligalacturonasa ThPG1 (Moran-Diez y col.,
2009); otro que codifica una cutinasa, probablemente involucrada en la interaccién
con la planta (Rubio y col., 2008), genes involucrados en la biosintesis de terpenos
(Cardoza y col., 2007), un factor de transcripcién relacionado con la producciéon de 6PP
(Rubio y col., 2009), un gen que codifica una proteina activadora de mitégenos (MAPK)
involucrada en la respuesta al estrés hiperosmotico (Delgado-Jarana y col., 2006), y un
gen que codifica una proteina de choque térmico HSP70 relacionada con la resistencia
al estrés térmico, oxidativo, osmoético y salino (Montero-Barrientos y col., 2008), que
confiere tolerancia a estreses abidticos cuando se transfiere a Arabidopsis (Montero-
Barrientos y col., 2010).

3.2.2. BUSQUEDA DE GRUPOS ESPECIFICOS DE GENES

La busqueda de grupos especificos de genes de Trichoderma ha permitido
estudiar mejor en este género la funcidn bioldgica de las proteinas que codifican, y su
relacion con el medio ambiente, con otros microorganismos, patdgenos y no
patégenos, y con la planta.
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Seidl y col. (2005) identificaron 18 fases de lectura abierta (ORFs) que
codificaban quitinasas hipotéticas de T. reesei, utilizando la base de datos disponible
del genoma de esta especie, y las clasificaron en tres grupos filogenéticos. Algunas de
ellas aumentaron su expresion en presencia del hongo fitopatégeno R. solani,
sugiriendo una posible implicacién de las mismas en los mecanismos de biocontrol de
Trichoderma.

Siguiendo una aproximacién parecida, Sudrez y col. (2007) describieron 11
nuevas peptidasas en T. harzianum T34 a partir del proyecto TrichoEST.

Kubicek y col. (2008) estudiaron los mecanismos de evolucién de las
hidrofobinas de tipo Il en nueve especies de Trichoderma, usando los genomas
disponibles de T. reesei, T. atroviride y T. virens, y 14.000 ESTs de otras seis especies de
Trichoderma distintas. Comprobaron que estas proteinas son muy abundantes en el
género y estan relacionadas con la habilidad de este hongo para unirse a un amplio
rango de hospedadores fungicos y de plantas.

3.2.3. SSH: SUSTRACCION BASADA EN PCR E HIBRIDACION SUBSTRACTIVA
RAPIDA (RaSH)

La sustraccion basada en la amplificacién mediante la reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) es un método que permite la comparacién entre dos poblaciones de
ARNm y la obtencién del ADNc de los genes que estdn sobreexpresados o expresados
exclusivamente en la poblacién ensayada comparada con la poblacidn control. De esta
manera se han conseguido identificar genes de T. hamatum involucrados en el
micoparasitismo de Sclerotinia sclerotiorum (Carpenter y col., 2005), genes de T. reesei
que responden a determinadas condiciones de estrés (Arvas y col., 2006) o genes que
ven modificada su expresién en los disruptantes del gen Tacl, que codifica una
adenilato ciclasa implicada en el crecimiento, germinacién, micoparasitismo y
metabolismo secundario de T. virens, respecto a la cepa silvestre (Mukherjee y col.,
2007).

RaSH es un método que permite identificar genes que presentan una expresién
diferencial de una manera mas rdpida y econdmica que el método de sustraccién
basada en PCR. En este caso, se utilizan ADNc de doble cadena que se digieren
enzimaticamente en pequenos fragmentos, se ligan a adaptadores y se amplifican por
PCR, poniéndose en contacto posteriormente los fragmentos de PCR procedentes de la
poblacién ensayada con los de la poblacidn control. Este método se ha utilizado para
identificar genes de T. reesei inducidos de manera temprana por celulosa (Schmoll y
col., 2004), o genes de T. harzianum implicados en la interaccidon con R. solani y que
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pueden ser buenos marcadores para la seleccion de cepas de biocontrol de T.
harzianum mejoradas (Scherm y col., 2009).

3.2.4. ARRAYS

3.2.4.1. MACROARRAYS
Los macroarrays se construyen empleando una membrana de nylon como
soporte sobre la que se depositan sondas especificas de mayor longitud que las
empleadas en el caso de los microarrays. Presentan la ventaja de que su
procesamiento es muy sencillo y el equipamiento para la adquisicién de datos esta
disponible en la mayoria de los centros de investigacion.

Esta técnica se ha utilizado para estudiar la expresién génica de cuatro especies
de Trichoderma durante su interaccién con plantulas de cacao, y ha permitido
identificar y clonar promotores de Trichoderma que responden a estimulos
medioambientales en esta interacciéon (Bailey y col., 2006).

La respuesta temprana de T. harzianum al estrés hiperosmoético se estudid
empleando macroarrays que contenian productos de PCR procedentes de 2.496 ESTs
de este hongo obtenidas en el proyecto TrichoEST (Delgado-Jarana y col., 2006). Los
mismos macroarrays se usaron para analizar el perfil transcripcional de T. harzianum
durante su interaccién con raices de plantas de tomate, observandose un aumento en
la expresién de genes relacionados con procesos redox, metabolismo lipidico,
detoxificacion, y transporte de aminoacidos o azucares (Chacdén y col., 2007).

3.2.4.2. MICROARRAYS

Los microarrays representan una herramienta util a la hora de estudiar, de
manera simultanea, la expresidn de miles de genes. El acceso a colecciones de datos
de perfiles de expresién de mutantes, tejidos o tratamientos, ofrece una herramienta
para la identificaciéon de la funcién de los genes (Rensik y Buell, 2005). Existen
diferentes tipos de microarrays dependiendo del material de partida con el que se
trabaje, proteinas, tejidos (TMA), ADN (Comparative Genomic Hybridization, CGH) o
ARN (microarrays de expresién).

La tecnologia de los microarrays esta basada en la sintesis o fijacién de sondas
especificas, probes, que representan los genes, proteinas o metabolitos, sobre un
sustrato sélido, normalmente un cristal, que permita la hibridaciéon con la molécula
diana, target, cuyo marcaje dependera del tipo de microarray (Rensink y Buell, 2005).
Existen dos tipos de microarrays de expresion: de ADNc y de oligonucledtidos (Schulze
y Downward, 2001). Las ventajas que presentan los microarrays de oligonucleétidos
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con respecto a los de ADNc, es que tienen una fabricacién rapida y mas robotizada,
presentan una elevada reproducibilidad y especificidad, ya que se utilizan secuencias
cortas y muchas mas sondas por gen. Por el contrario, requiere equipamiento mas
especializado, por lo que su coste es elevado, y presenta poca flexibilidad en el disefio
experimental.

Los primeros microarrays de Trichoderma se diseflaron sobre T. reesei y se
utilizaron para estudiar la asimilacion aerobia y anaerobia de la glucosa (Chambergo y
col., 2002), para obtener el perfil de genes implicados en la degradacién de biomasa
(Foreman y col., 2003), o para identificar los genes regulados por oxigeno (Bonaccorsiy
col., 2006) en este hongo.

Microarrays de T. atroviride han servido para identificar los genes que
responden de una manera temprana a la luz, evidenciando la importancia del complejo
formado por las proteinas BLR-1 y BLR-2 en la fotoconidiacidn (Rosales-Saavedra vy col.,
2006).

Samolski y col. (2009) disefiaron un microarray de oligonucledtidos de alta
densidad (HDO), que permitié analizar las modificaciones en el perfil de expresién
génica de T. harzianum cuando se cultivaba el hongo en medio minimo, o en presencia
de tomate, quitina o glucosa.

Recientemente, se han comparado los perfiles transcripcionales de T.
atroviride, T. virens y T. reesei en su interaccion con R. solani, utilizando un microarray
que contenia oligonucledtidos de estas tres especies (Atanasova y col., 2013).

3.3. PROTEOMICA

La proteédmica es el estudio a gran escala de las proteinas, en particular de su
estructura y de su funcién. La descripcién del proteoma permite tener una imagen
dindmica de todas las proteinas expresadas, en un momento dado y bajo
determinadas condiciones concretas, permitiendo una visién global de los procesos
gue ocurren dentro de la célula, incluyendo variaciones en los niveles de expresion,
modificaciones postraduccionales, interacciones entre las proteinas o su localizacién
(Rey y col., 2004).

De esta manera se han identificado en T. atroviride proteinas implicadas en el
metabolismo energético, transporte y tolerancia a estrés en presencia de pesticidas
(Tang y col., 2010), o factores de transcripcién implicados en la fotoconidiaciéon, como
es el caso de BLR-1 y BLR-2 (Sanchez-Arreguin y col., 2012).
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Estudios a nivel proteémico de Trichoderma en interaccién con patégenos han
permitido identificar en T. harzianum una aspartil proteasa que esta relacionada con el
micoparasitismo y que se induce en presencia de paredes celulares de B. cinerea, R.
solani y Phytium ultimum (Sudrez y col., 2005), y varias enzimas con capacidad para
degradar la pared celular de B. cinerea (Yang y col., 2009) o R. solani, Macrophomina
phaseolina y Fusarium spp. (Monteiro y col., 2010), como es el caso de algunas
glucanasas, quitinasas, y proteasas, entre otras.

Por otro lado, también se han llevado a cabo trabajos de protedmica
relacionados con la interaccion Trichoderma-planta y Trichoderma-patégeno-planta.
Gracias a un estudio de dos componentes, T. asperellum-pepino, se han podido
identificar en el hongo varias enzimas degradadoras de la pared celular de la planta,
como celulasas y hemicelulasas, y una enzima, la eswollenina, implicada en la
colonizacidn de raiz (Brotman y col., 2008).

Un estudio de tres componentes se ha utilizado para analizar el proteoma de T.
atroviride en su interaccién con plantas de judia y/o los hongos fitopatogenos B.
cinerea y R. solani, observandose los mayores cambios en el perfil proteico en la
interaccion Trichoderma-judia-R. solani (Marra y col., 2006). Por otro lado, Moran-Diez
y col. (2009) identificaron en T. harzianum la endopoligalacturonasa ThPG1, ya
referida, mediante el analisis del proteoma del hongo en su interacciéon con plantas de
tomate y los patdgenos B. cinerea, R. solaniy P. ultimum.

Los estudios de este tipo realizados en Trichoderma en interaccion con
patdgenos y plantas han proporcionado muchos datos que han ayudado a entender
mejor cémo se relaciona el agente de biocontrol con los restantes componentes del
sistema, y como es capaz de protegerse de los compuestos toxicos que liberan (Woo y
col., 2006). Una revision mdas amplia de los trabajos realizados mediante protedmica
en Trichoderma, solo o en interaccion con patdgenos y/o plantas, se recoge en
Hermosay col. (2010).

3.4. METABOLOMICA

La metaboldmica es el estudio e identificacidn de todos los metabolitos de bajo
peso molecular presentes en un organismo, tejido o grupo celular en un momento de
desarrollo o condicién ambiental determinado. Como en la transcriptomica y la
protedmica, la metaboldmica analiza un sistema dindmico, que cambia con el tiempo y
aparece como una nueva herramienta funcional de la gendmica que contribuye a
nuestra comprension de las complejas interacciones moleculares en los sistemas vivos.
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El nimero y la variedad de compuestos encontrados en el metaboloma de
diferentes especies y cepas de Trichoderma es asombrosamente grande e incluye
enzimas liticas, intermediarios metabdlicos, hormonas y cientos de metabolitos
secundarios con una importante funcién bioldgica. Los metabolitos secundarios son
compuestos naturales con diferente composiciéon quimica que no estan directamente
involucrados en el metabolismo primario pero que resultan indispensables en procesos
como la competicién, antibiosis, simbiosis, transporte de metales, diferenciacion
celular, etc. (Demain y Fang, 2000).

Se han realizado estudios para comprobar la funcién de varios de estos
metabolitos secundarios de Trichoderma en interaccién con plantas, y algunos de ellos
se han relacionado con la regulacion del crecimiento de éstas, asi como con la
activacion de las defensas en las mismas (Viterbo y col., 2007; Vinale y col., 2008a,
2008b; Veldzquez-Robledo y col., 2011).

Stoppacher y col. (2008) llevaron a cabo una caracterizacion completa del
"peptaiboma", conjunto de metabolitos secundarios de tipo peptaibol, de T. atroviride
por cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas e identificaron 20
trichorzianinas y 15 nuevos compuestos denominados trichoatrokontinas.

Daejung y col. (2011) publicaron un trabajo sobre quimiotaxonomia de
Trichoderma basado en el estudio del perfil metaboldmico de diferentes especies y
cepas de este hongo, y encontraron algunas diferencias respecto a las clasificaciones
taxondmicas realizadas por comparacion de secuencias de la region ITS.

Recientemente Malmierca y col. (2014b) han identificado por primera vez en
Trichoderma metabolitos poliquétidos del tipo aspinolida, que intervienen en la
capacidad de biocontrol y en la induccidn de defensas de plantas de tomate frente a B.
cinerea.

4. AMIDASAS

Las amidasas o amidohidrolasas son enzimas ubicuas que forman parte de la
superfamilia de las nitrilasas (Pace y Brenner, 2001). La funcién biolégica de estas
enzimas es variable, estando involucradas fundamentalmente en la reduccién de
compuestos de nitrégeno y la produccion de amonio (Chebrou y col., 1996). A nivel
industrial, se emplean en combinaciéon con nitrilo hidratasas para la produccién
comercial de acidos orgdnicos (acido acrilico, acido p-aminobenzoico, acido
pirazinoico, acido nicotinico, etc.) a través de biotransformacion de nitrilos (Banerjee y
col., 2002). También se utilizan como catalizadores en el tratamiento de aguas
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residuales (Madhavan y col., 2005; Sharma y col., 2009), y su actividad aciltransferasa
se aprovecha principalmente para la sintesis de acidos hidroxamicos activos utiles en la
industria farmacéutica (Fournand y col.,, 1998). Por otro lado, también se ha
demostrado que las amidasas pueden participar en la biosintesis de IAA (Pollmann vy
col., 2003, 2006; Spaepen y col., 2007), o en la hidrdlisis de pesticidas (Kay-Shoemake y
col., 2000).

Las amidasas existen en organismos procariotas y eucariotas: bacterias,
arqueas, hongos, cromistas, animales y plantas (Fournand y Arnaud, 2001). Estas
enzimas se clasifican por su secuencia proteica en dos grandes grupos: alifaticas y
aromaticas (Sharma y col., 2009). Mientras que la clasificacion basada en su actividad
catalitica tiene en cuenta el perfil de especificidad de sustratos, dando lugar a seis
grupos principales.

Las amidasas alifaticas se dividen fundamentalmente en dos grupos: el primer
grupo lo forman amidasas que hidrolizan pequefias cadenas de amidas (acetamida,
acrilamida y propionamida) y el segundo grupo hidrolizan cadenas medias de amidas
como son las arilamidas, a-aminoamidas y a-hidroxiamidas. Todas estas amidas tienen
actividad aciltransferasa que lleva a la formacién de sus respectivos acidos carboxilicos,
hidrazidas o acidos hidroxamicos (las sales de estos acidos, los hidroximatos, son
factores de crecimiento esenciales o vitaminas para algunos microorganismos). Como
resultado de estas reacciones también se produce amonio, importante en el uso
eficiente del nitrégeno (Nitrogen Use Efficiency, NUE) por parte de las plantas como se
vera mas adelante.

Aspergillus nidulans ha sido el hongo mas estudiado, con varias amidasas en su
genoma (Hynes y Pateman, 1970, Hynes y Davis, 2004): una formamidasa que utiliza
como sustratos formamida y glicinamida; una acetamidasa capaz de hidrolizar amidas
alifaticas de uno a seis atomos de carbono; y otras amidasas con actividad frente a
amidas alifaticas (butiramida, valeramida, hexanamida) y con arilamidas (benzamida,
fenilacetamida). La expresién de los genes que codifican estas amidasas ha sido
extensamente estudiada (Hynes y Davis, 2004). El gen amdS que codifica la
acetamidasa anteriormente mencionada ha sido usado como marcador de selecciéon
de transformantes en Trichoderma (Penttila y col., 1987; Gruber y col., 2012).

5. LA IMPORTANCIA DEL NITROGENO EN LAS PLANTAS

Cuantitativamente, el nitrégeno es el nutriente mas importante para una planta
y un factor limitante para su crecimiento y desarrollo (Kraiser y col.,, 2011). El
nitrogeno es tomado del suelo y utilizado con distintos fines metabdlicos, incluyendo la
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produccién de 4acidos nucleicos, proteinas y cofactores, asi como moléculas
sefializadoras y de almacenamiento de carbono y nitrégeno (C/N). La mayoria del
nitrogeno anadido al suelo se pierde en el ambiente, ya que sdlo un 30-50% es
aprovechado por las plantas, pues el resto se pierde por escorrentia superficial, lavado
de nitratos, volatilizacion de amonio o competicién microbiana en el suelo (Garnett y
col., 2009). El fuerte incremento de los costes de fertilizacion nitrogenada ha creado la
necesidad de cultivos NUE o, lo que es lo mismo, cultivos capaces de captar, utilizar y
distribuir de forma eficiente el nitrégeno que tienen disponible. Es éste un tema de
vital importancia a nivel mundial y la investigacién y tecnologia NUE ha suscitado lo
que los expertos llaman la "segunda revolucion verde", con incrementos de
productividad por métodos compatibles con précticas de agricultura sostenible (Zeigler
y Mohanty, 2010).

La posibilidad de que las plantas cultivadas puedan captar de forma efectiva el
nitrégeno que necesitan con, o posiblemente sin, la ayuda de bacterias simbidticas, es
una opcidn muy atractiva, considerando la situaciéon actual de los fertilizantes
nitrogenados (Kraiser y col., 2011). Algunos hongos beneficiosos, como Trichoderma
spp. o basidiomicetos del Orden Sebacinales como Piriformospora indica, establecen
interacciones mutualistas con las raices facilitando la captacion de nutrientes
minerales, incluyendo un NUE (Weil} y col., 2011). Como consecuencia, las plantas
tratadas con estos hongos pueden ser mas grandes y mas sanas, y ofrecer mayores
rendimientos que las no tratadas. Se sabe que Trichoderma reprograma la expresiéon
génica de las plantas y, como resultado, éstas aumentan su resistencia a patdégenos y
toleran mejor distintos estreses abidticos, favoreciendo la relacién simbidtica entre
ambos organismos (Shoresh y col.,, 2010). Aunque se ha producido un progreso
significativo en el entendimiento de cémo Trichoderma estimula las defensas de las
plantas (Hermosa y col., 2013), los mecanismos por los que se producen cambios
fisioldgicos que conducen a una mejora del NUE permanecen inexplorados.
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Objetivos

Muchas especies del género Trichoderma son conocidas por su capacidad como
agentes de control bioldgico y su poder biofertilizante. Durante muchos afos, se han
estudiado los distintos mecanismos de Trichoderma como agente de biocontrol de
enfermedades de plantas producidas por otros hongos, nematodos, bacterias y virus.
Recientemente se estd prestando mayor atencidn a las respuestas beneficiosas que
Trichoderma ejerce sobre las plantas, bien estimulando el crecimiento, activando las
defensas, y/o aumentando la capacidad de solubilizar nutrientes y de optimizar el uso
eficiente de fertilizantes nitrogenados (NUE). Gracias al vertiginoso desarrollo de las
“dmicas” (gendmica, transcriptomica y protedmica) se estan empezando a
comprender mejor algunos de los mecanismos moleculares de la interaccion a tres
bandas entre Trichoderma, patégenos y plantas en sistemas de tres componentes.

Con el fin de identificar los genes responsables de algunos de los efectos
beneficiosos que ejercen ciertas cepas de Trichoderma sobre las plantas, en esta Tesis
Doctoral, se han disefiado microarrays HDO de Trichoderma, que se han usado para
comparar las respuestas transcripcionales de cepas de distintas especies de
Trichoderma en estadios tempranos de su interaccién con plantas de tomate.

Por otro lado, con el fin de evaluar la contribucién que ejerce una actividad
amidasa al NUE de la rizosfera de las plantas, se expresé el gen de la acetamidasa
amdS de A. nidulans en la cepa T. harzianum T34 y se analizaron los cambios
transcriptdmicos que tienen lugar en la planta en su interaccion con cepas
transformantes amdS de Trichoderma.

A continuacidén se detallan los objetivos particulares de esta Tesis Doctoral:

1. Evaluacion del poder fertilizante de diferentes cepas de Trichoderma
(representantes de la diversidad genética existente en este género) en plantas de
tomate.

2. Estudio comparativo de la expresidn génica de diferentes cepas de Trichoderma
en interaccion con plantas de tomate mediante el uso de microarrays HDO de
Trichoderma.

3. Estudio del efecto que provoca la expresion heterdloga del gen amdS, que
codifica una acetamidasa de A. nidulans, en el genoma de T. harzianum T34 y su

implicacidn en la biofertilizacion y/o el crecimiento de las plantas.

4, Andlisis del transcriptoma de plantas de tomate en su interaccién con T.
harzianum T34 y con los transformantes que expresan el gen amdS de A. nidulans.
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1. ORGANISMOS UTILIZADOS

1.1. PROCARIOTAS

Materiales y Métodos

Se utilizé la cepa Escherichia coli DH5a (Hanahan, 1983) en los experimentos
de transformacion por choque térmico debido a la alta eficacia que puede conseguirse
con ella (hasta 5 x 10® transformantes por cada pug de ADN). Entre sus caracteristicas
destaca la de poseer una delecidn en el gen Z del operén lac lo que permite
seleccionar por color las células transformadas que contengan plasmidos que
complementen dicha delecién.

1.2. EUCARIOTAS

1.2.1. CEPAS FUNGICAS DEL GENERO Trichoderma

Las cepas de Trichoderma utilizadas en este trabajo se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas de Trichoderma utilizadas en este trabajo.

Referencia Especie Cepa Fuente Origen
geografico
T6 T. parareeseli IMI 113135  Aire Reino Unido
T7 T. hamatum IMI 224801  Pienso para el India
ganado
T11 T. atroviride IMI 352941  Suelo Francia
T25 T. asperellum IMI1 296237  Suelo Colombia
T34 T. harzianum CECT 2413  Suelo EE.UU.
T39 T. harzianum IMI1 298372  Suelo Reino Unido
T50 T.viride NBT 50 Aceite industrial ~ Republica checa
T52 T. longibrachiatum NBT 52 Planta tratamiento  Eslovaquia
de agua
T53 T. asperellum IMI 20268 Suelo Espafa
T59 T. virens NBT 59 Suelo de tabaco Espaiia
con quitosano
T87 T. virens TAMU 29-8 C. Kenerley EE.UU.

IMI, International Mycological Institute, CABI Bioscience, Egham, Reino Unido.
CECT, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, Burjassot, Valencia, Espanfia.
NBT, NewBiotechnic S.A., Sevilla, Espaiia.

1.2.2. MICROORGANISMOS FITOPATOGENOS

En estos ensayos se utilizaron las cepas de los hongos fitopatégenos Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici CECT 2866, R. solani CECT 2815 y B. cinerea 98 (aislado de
planta de fresa en nuestro laboratorio), y la cepa del oomiceto, también fitopatdgeno,
P. ultimum 8 (aislada en el Dipartamento de Arboricoltura e Patologia Vegetale de la

Universidad Federico Il de Napoles).
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1.2.3. TOMATE

En los ensayos de interaccidon Trichoderma-tomate se utilizaron semillas de
Solanum lycopersicum var. Marmande tipo RAF (Batlle S.A., Molins de Rei, Barcelona).

2. VECTORES PLASMIDICOS

- pGEM-T® Easy (Promega) (3.015 pb). Plasmido que procede del vector pGEM-5Zf(+).
Como caracteristicas mas destacadas presenta:

- Un origen de replicacion monocatenaria del fago f1.

- Una timina terminal en ambos extremos 3'.

- Un gen de resistencia a ampicilina, sirviendo la supervivencia en presencia de
dicho antibiético como método de deteccidn de las bacterias que han integrado
este plasmido.

- Un fragmento del gen lacZ (subunidad a) capaz de complementar la mutacion
existente en algunas cepas de E. coli en el gen de la B-galactosidasa (como el
caso de la cepa DH5a empleada en este trabajo), dando un color azul a las
colonias crecidas en presencia de IPTG (fuerte inductor del gen lacZ) y X-Gal
(sustrato que provoca la coloracion azul al ser degradado por la PB-
galactosidasa). La presencia de un inserto de ADN en el fragmento del gen lacZ
del plasmido evita la coloracién azul de las colonias al no existir a-
complementacion.

Se utilizé principalmente para la clonacion de productos de PCR obtenidos con
polimerasas que afiaden un nucleétido adenina en el extremo 3’ (como es el caso de la
Taq).

- pLMG (Montero-Barrientos, sin publicar) (4.584 pb). Plasmido derivado del vector
pLMRS3 (Mach y col., 1994), que dispone de un sitio de clonacién multiple (Xbal-Sall-
Nsil) entre el promotor del gen gpdA (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) de A.
nidulans y el terminador de la transcripcion del gen tcbh2 (celobiohidrolasa 2) de T.
reesei. Se utilizé para la transformacidn de protoplastos de T. harzianum.

Vectores derivados

- pGEM-T Easy::amdS (4.915pb). Plasmido derivado del vector pGEM-T Easy en el que
se clond el gen amdS (1.900pb) de A. nidulans. Este gen se obtuvo mediante
amplificacién por PCR, empleando como molde ADN gendmico y los oligonucleétidos
amdS-NT y amdS-CT.

- pLMG::amdS (6.484pb). Plasmido derivado del vector pLMG en el que se subclond el
gen amdS de A. nidulans. Se utilizé para llevar a cabo la expresion de este gen en T.
harzianum. E|l proceso de construccién del plasmido se describe en el apartado 2 de los
Resultados del Capitulo 3 (Figura 16).
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3. MEDIOS DE CULTIVO

Salvo que expresamente se indique otro método, los medios se esterilizaron en
autoclave a 120°Cy 1 atm durante 20 minutos.

3.1. MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS

- Medio Luria-Bertani (LB) (Miller, 1972). Se empleé como medio general para el
crecimiento de E. coli.

Composicion:

NacCl 10g
Bactotriptona 10g
Extracto de levadura 5g

H,0 destilada c.s.p. 1 L
Se ajusté el pH a 7,5 con NaOH

Para medio sdlido se afiadieron 15 g de agar por litro.

El medio se suplementé con ampicilina (100 pg/mL) para la seleccion de
bacterias portadoras de plasmidos con resistencia al antibiético. Para bacterias
portadoras de pldsmidos con seleccion de color (R-galactosidasa), el medio se
suplementd con IPTG (25 uM) y X-Gal (50 pg/mL).

- Medio YT 2x (Sambrook y Russel, 2001). Medio rico empleado para el crecimiento
rapido de E. coli.
Composicion:

Bactotriptona 16¢g
Extracto de levadura 10g
NacCl 5¢g

H,O destiladac.s.p. 1L
Se ajustéelpHa 7,0

3.2. MEDIOS DE CULTIVOS PARA HONGOS Y PLANTAS

- CM. Empleado como medio liquido de crecimiento de Trichoderma para la posterior
preparacion de protoplastos.

Composicién:

Extracto de malta 5g
Extracto de levadura 5g
Glucosa 5g

H,O destiladac.s.p. 1L
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- Patata dextrosa agar (PDA, Potato Dextrose Agar). Se empleé como medio sélido
general para el crecimiento de Trichoderma y los microorganismos fitopatdgenos. Este
medio se adquirid6 a Sigma, que lo presenta en forma de polvo, del que se
resuspendieron 39 g en 1 L de agua destilada. El medio se suplementdé con acetamida
10 mM, acrilamida 10 mM, formamida 10 mM o urea 10 mM para la caracterizacion
fenotipica de los transformantes de T. harzianum que expresan el gen amdS de A.
nidulans.

- Caldo de patata dextrosa (PDB, Potato Dextrose Broth). Se empleé como medio
liqguido general para el crecimiento de hongos. Este medio fue adquirido a Sigma que lo
presenta en forma de polvo, del que se resuspendieron 24 g en 1 L de agua destilada.
El medio se suplementd con acetamida 10 mM, acrilamida 10 mM, formamida 10 mM
o urea 10 mM para la caracterizaciéon fenotipica de los transformantes de T. harzianum
que expresan el gen amdS de A. nidulans, asi como para la medida de amonio liberado
al medio de cultivo.

- PPG. Se empled como medio sélido general para el crecimiento de Trichoderma.

Composicion:

Glucosa 20g
Puré de patatas 20g
Agar 20g

H,0 destilada c.s.p. 1 L

- Medio Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962). Medio hidropdnico
utilizado en los experimentos de interaccién Trichoderma-tomate.

Composicion:

Medio MS basico 49¢g
Sacarosa 10g
H20 destilada c.s.p. 1L

Se ajusté el pH a 5,7 con KOH

Para medio sélido se afiadieron 8 g de agar por litro.

El medio MS basico fue adquirido a Duchefa y lleva como componentes:
microelementos, macroelementos y vitaminas.

- Medio Minimo (MM) de crecimiento de Trichoderma (Penttila y col., 1987). Se utilizé
como medio liquido para posteriores estudios de expresion. Los medios MSS, MSS-top
y MST se prepararon a partir del medio anterior con modificaciones, y se emplearon
como medios soélidos de seleccidn en las transformaciones de Trichoderma. La
composicion de todos estos medios se describe en la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicion de los medios de cultivo para Trichoderma.

MM MST MSS  MSS-top
KH,PO;, (g/L) 15,0 15,0 15,0 15,0
Fuente de carbono: Glucosa (g/L) 20,0° 20,0 20,0 20,0
Metales traza (ml/L) b 1,0 1,0 1,0 1,0
Tritén X-100 (ml/L) 1,0
Sorbitol (g/L) 182,2 182,2
Ajustar pH con KOH 1M 5,5 5,5 5,5 5,5
Agar (g/L) 15,0 15,0 30,0
H,0 destilada c.s.p. 1L
Autoclavar
Enfriar hasta 50°C
MgS04 1 M(mi/L) 2,4 2,4 2,4 2,4
CaCl2 1 M (esterilizado por filtracién) (ml/L) 4,1 4,1 4,1 4,1
(NH4);504 250 mg/mL (mi/L) 20,0°
Acetamida 1M (esterilizado por filtracion) (ml/L) 10,0 10,0 10,0
CsCl 1M (esterilizado por filtracion) (ml/L) 12,5 12,5 12,5

®La glucosa v el sulfato amdnico del MM se sustituyeron por acetamida a una concentracién final de 10
mM cuando fue requerido.
®Metales traza: Se prepard una solucion concentrada 1000x. Composicion:

FeS0,7H,0 5 g/L, MnSO,'H,0 1,6 g/L, ZnSO, 7H,0 1,4 g/L, CoCl, 2 g/L.

4. CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS
4.1. CULTIVO
4.1.1. Trichoderma

4.1.1.1. RECOGIDA DE ESPORAS

Para la obtencién de esporas, Trichoderma se cultivé en medio PPG o PDA solo,
o suplementado con acetamida 10 mM, acrilamida 10 mM, formamida 10 mM o urea
10 mM, a 25-30°C durante 9 dias, el tiempo suficiente para que la superficie de la placa
estuviera cubierta de esporas. Estas se recogieron afiadiendo 5 mL de agua destilada
estéril por placa y raspando la superficie con una espdtula o una pipeta de vidrio
invertida. A continuacion, se filtré la suspension de esporas a través de lana de vidrio
para eliminar restos de micelio. Las esporas se almacenaron a 4°C hasta su uso.

4.1.1.2. CULTIVOS PARA LA EXTRACCION DE ADN, LA CARACTERIZACION
FENOTIPICA DE TRANSFORMANTES Y LA CUANTIFICACION DE
AMONIO

Los cultivos para la extraccion de ADN se llevaron a cabo en matraces de 250
mL que contenian 100 mL de medio PDB, inoculados con esporas de Trichoderma a
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una concentracion final de 10° esporas/mL, y que se incubaron a 28°C durante 36-48
horas, en agitacion (200 rpm). La biomasa obtenida se recogié mediante filtracion por
vacio a través de papel de filtro. El micelio se lavd con agua destilada estéril, se
congeld a -80°C y se liofilizé durante unas 12 horas, conservandose a -20°C hasta su
utilizacion.

Los cultivos para la caracterizacion fenotipica de los transformantes y la
cuantificacion de amonio se realizaron en medio PDB o PDB suplementado con
acetamida 10 mM, acrilamida 10 mM, formamida 10 mM o urea 10 mM de forma
idéntica a la descrita en el parrafo anterior. Una vez filtrados, se recogieron
separadamente los sobrenadantes y los micelios, se congelaron rapidamente en
nitrégeno liquido y se conservaron a -20°C hasta su uso. Los micelios se liofilizaron y se
pesaron; y los sobrenadantes se utilizaron para llevar a cabo los ensayos de
cuantificacion de amonio y medida de pH.

4.1.1.3.  CULTIVOS PARA EL ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

Los cultivos para la expresién génica se hicieron en dos fases. En la primera fase
(preinduccién o produccién de biomasa) se inocularon matraces de 1 L conteniendo
300 mL de MM (Penttila y col., 1987) con glucosa al 2% (p/v) y esporas de Trichoderma
a una concentracién final de 10° esporas/mL. Se incubaron a 28°C durante 36-40
horas, en agitacion (200 rpm). Transcurrido este tiempo, los cultivos se filtraron en
condiciones de esterilidad mediante vacio a través de papel de filtro. Los micelios se
lavaron con agua destilada estéril, y se utilizaron para inocular los medios de induccién
(segunda fase). Estos medios se prepararon a partir del mismo MM (Penttilad y col.,
1987) pero conteniendo acetamida 10 mM en ausencia de glucosa y sulfato amédnico, y
se cultivaron durante 4 horas en las condiciones de temperatura y agitacién descritas
anteriormente.

Para llevar a cabo extracciones de ARN, para ser usado en los andlisis de
expresion génica, el micelio obtenido se recogié por filtracién como se describe para
las preinducciones en el parrafo anterior. A continuacion se congelé inmediatamente
en nitrégeno liquido y se liofilizé durante unas 12 horas, conservandose a -80°C hasta
su utilizacion.

4.1.1.4. CULTIVOS PARA LA INOCULACION DE PLANTAS EN CULTIVO
HIDROPONICO

Se utilizaron matraces de 250 mL que contenian 100 mL de MM, inoculados con
esporas de Trichoderma a una concentracion final de 10° esporas/mL, y se incubaron a
28°C durante 48 horas, en agitacion (180 rpm). La biomasa obtenida se recogid
mediante filtracidn por vacio en condiciones de esterilidad. El micelio se lavd con agua
destilada estéril y, posteriormente, se utilizé para la inoculacion de plantas de tomate
en cultivo hidropodnico.
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4.1.2. CULTIVO DE PLANTAS DE TOMATE EN INTERACCION CON Trichoderma

4.1.2.1. DESINFECCION DE SEMILLAS

La esterilizacion de las semillas se realiz6 mediante agitacién suave en una
soluciéon de etanol al 70% (v/v) durante 10 minutos. Seguidamente, se retird el
sobrenadante y se afiadié una solucion de lejia al 50% (v/v). Las semillas se agitaron de
nuevo durante 10 minutos y a continuacién se retird el liquido. Posteriormente, se
lavaron tres veces con agua destilada estéril en campana. Finalmente, las semillas se
dejaron secar y se guardaron en una placa Petri estéril a temperatura ambiente hasta
SU uso.

4.1.2.2. CULTIVO EN PLACA

Este ensayo se utilizd para evaluar in vitro el efecto de distintas cepas de
Trichoderma en el desarrollo del tallo y de la raiz de las plantas de tomate y para
recoger material vegetal que se usaria posteriormente para el andlisis de expresién de
genes marcadores de defensa en planta.

Semillas de tomate, previamente esterilizadas, se germinaron en placas de MS
durante 3 dias para, posteriormente, evaluar el efecto sobre las mismas de diferentes
cepas silvestres de Trichoderma (capitulos 1 y 2 de esta Tesis Doctoral), o durante 5
dias para evaluar el efecto de los transformantes amdS (capitulo 3 de esta Tesis
Doctoral). En ambos casos se sembraron 5 semillas por placa. Las placas se incubaron a
24°C, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, y una humedad
del 40%. Transcurrido este tiempo, se inocularon con 1 x 10° esporas de Trichoderma
en el extremo opuesto a las semillas, y se volvieron a incubar en las mismas
condiciones de temperatura, luz y humedad. Como controles se incluyeron placas de
MS conteniendo sélo semillas de tomate, sin esporas de Trichoderma. Los
experimentos se realizaron por triplicado y 4 dias después de la inoculacién con
Trichoderma, se fotografiaron las plantas o se midid la longitud del tallo de las plantas.
Cuando fue necesario, se recogid la parte aérea de las plantas 6 dias después de la
inoculacién del hongo o del agua (en el caso de los controles), se congelé
inmediatamente en nitrégeno liquido y se conservd a -80°C hasta su utilizacion para el
analisis de expresidon de genes marcadores de defensa.

4.1.2.3. CULTIVO EN MACETA

Un ensayo de cultivo en maceta se utilizd para evaluar in vivo el efecto de
distintas cepas de Trichoderma en el crecimiento de plantas de tomate. Para ello,
semillas de tomate, previamente esterilizadas, se recubrieron con una suspensién
acuosa de esporas de Trichoderma a una concentracién final de 2 x 10’ esporas/mL (1
mL de la suspension de esporas por cada 30 semillas), y se dejaron secar durante toda
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la noche en placas de Petri abiertas en una campana de flujo laminar. Posteriormente,
las semillas de tomate recubiertas se colocaron en macetas que contenian suelo
arcilloso comercial, previamente autoclavado a 121°C durante 1 hora en 2 dias
consecutivos. Como controles se incluyeron macetas con semillas de tomate sin tratar.
Todas las macetas se incubaron en un invernadero a 22 + 4°C durante 3 0 4 semanas
segln el ensayo y se regaron cuando fue necesario. Transcurrido el tiempo, se
evaluaron pardmetros como la longitud del tallo y de la raiz. Para los ensayos de
microarrays de tomate, se recogid la parte aérea de las plantas, se congeld
inmediatamente en nitrégeno liquido y se conservé a -80°C hasta su uso. Para las
medidas de nitrégeno y carbono en planta, se recogié la parte aérea, se secd en la
estufa a 65°C durante 2 dias, se pesé y se pulverizé.

Por otro lado, para el analisis de expresion de genes marcadores de defensa en
planta, semillas de tomate, previamente esterilizadas, se sembraron en macetas
conteniendo suelo arcilloso comercial estéril, se incubaron en un invernadero a 22 +
4°C durante 4 semanas y se regaron cuando fue necesario. Transcurrido este tiempo,
se inocularon con 2 mL de una suspensiéon de esporas de Trichoderma a una
concentracién de 1 x 10%esporas/mL o con 2 mL de agua (en el caso de los controles).
La parte aérea de las plantas se recogid a las 0, 8, 24, 48 y 144 horas (6 dias) después
de la inoculacién, se congeld en nitrégeno liquido y se conservé a -80°C hasta su uso.

4.1.2.4. CULTIVO HIDROPONICO

Este sistema se utilizd para recoger el micelio de Trichoderma necesario para
los ensayos de microarrays HDO de este hongo.

Se emplearon cajas Phytatray® estériles (Sigma) conteniendo 100 mL de medio
MS liquido, en las que se colocd un puente realizado con una malla de acero estéril
sobre la que se situé una gasa también estéril, ambas en contacto con el medio de
cultivo. Sobre la gasa humedecida de cada una de las placas se colocaron 30 semillas
de tomate y se mantuvieron durante 2 semanas en una camara de germinacion en las
condiciones de temperatura, luz y humedad anteriormente descritas.

Transcurrido este tiempo, las cajas se inocularon con el micelio de Trichoderma
obtenido tal y como se describe en el apartado 4.1.1.4. Como control, se inocularon
cajas Phytatray® en ausencia de plantas de tomate. Estos cultivos hidropdnicos se
mantuvieron a 25°C y 80 rpm durante 20 horas. Finalmente, el micelio de Trichoderma
se recogio por filtracion (el micelio pegado a las raices de las plantas se recuperdé
mediante inyecciones directas de agua), se lavé dos veces con agua destilada, se
congelé inmediatamente en nitrégeno liquido y se liofilizé durante unas 12 horas,
conservandose a -80°C hasta su utilizacion.
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4.2. MANTENIMIENTO

4.2.1. BACTERIAS

Las bacterias se mantuvieron durante cortos periodos de tiempo en placas Petri
a 4°C selladas con Parafilm®. Para periodos mas largos se prepararon suspensiones de
las mismas, y se conservaron a -80°C en glicerol al 15% (v/v) o bien en DMSO al 7%

(v/v).

4.2.2. HONGOS FILAMENTOSOS Y OOMICETOS

El mantenimiento de las cepas de hongos filamentosos y oomicetos en el
laboratorio se llevd a cabo por resiembras periddicas en placas Petri usando PDA o PPG
como medio de cultivo. Las placas se inocularon depositando en el centro cilindros de
agar procedentes de cultivos anteriores o con gotas de una suspension de esporas, y se
incubaron a 25-30°C. Una vez que los cultivos habian crecido, las placas se conservaron
a 4°C selladas con Parafilm durante periodos inferiores a un mes. Para preservar la
viabilidad de la coleccidon durante periodos mas largos de tiempo, se recogieron las
esporas como se describe en el apartado 4.1.1.1. Posteriormente, se les afiadid glicerol
hasta una concentracién final del 20% y se conservaron a -80°C. En el caso de R. solani
y P. ultimum, se recogieron discos de agar que se mantuvieron en agua estéril y a
temperatura ambiente.

4.2.3. TOMATE

Las semillas de S. lycopersicum se mantuvieron secas, a temperatura ambiente,
en placas Petri selladas con Parafilm®.

5. TRANSFORMACION DE MICROORGANISMOS

5.1. TRANSFORMACION DE BACTERIAS

La transformacion de células competentes de E. coli DH5a se realizé mediante
“choque térmico”, siguiendo el método descrito por Hanahan (1983) y modificado por
Inoue y col. (1990):

1. Se descongelan lentamente en hielo las células competentes.

2. Se incuban en hielo 90 uL de esas células competentes con 1-10 pL (20-200 ng
aproximadamente) del plasmido individual o ligacién con que se quiera
transformar durante 20 minutos.

3. Se pasan las células a un bafio a 42°C durante 45 segundos.

Se incuban de nuevo en hielo durante 2 minutos.

5. Se afade sobre las células 1 mL de medio liquido LB y se incuban a 37°C
durante 1 hora.

6. Se toman alicuotas del cultivo anterior y se extienden sobre placas Petri con
medio sélido LB. Este medio se suplementa con ampicilina (100 pg/mL) si el
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pldsmido es resistente a dicho antibidtico. Cuando el plasmido permite
seleccion por color el medio LB contiene también IPTG (25 uM) y X-Gal (50
ug/mL).

Se incuban las placas en una estufa a 37°C hasta la aparicidon de las colonias
(16-20 horas).

5.2. TRANSFORMACION DE HONGOS FILAMENTOSOS

La transformacion de T. harzianum T34 se realizd6 mediante protoplastos,

siguiendo el método descrito por Penttild y col. (1987) y optimizado por Cardoza y col.

(2006).
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5.2.1. PREPARACION DE PROTOPLASTOS

. A partir de un stock de esporas en glicerol de T. harzianum T34, se siembran

placas de PDA y se incuban a 28°C durante 5-6 dias. Pasado este tiempo, se
recogen las esporas (apartado 4.1.1.1.) y se inoculan 100 mL de medio CM con
aproximadamente 5 x 10® esporas totales.

. Una vez inoculado, el matraz se incuba a 28°C y 250 rpm durante 13-14 horas.

En estas condiciones se consigue que el micelio crezca de forma laxa y con poca
tendencia a la formacién de precipitados.

El micelio se filtra a través de nylon estéril de 30 um de didmetro de poro
(nytal, Maissa) y se lava con 100 mL de NaCl al 0,9% (p/v) y con 100 mL de TLA.
Una vez filtrado, se le retira el exceso de humedad pero no se seca por
completo. A partir de ahora, se trabaja con 0,5 g de micelio.

El micelio se resuspende bien en 50 mL de TPA conteniendo ditiotreitol (DTT)
25 mM (preparado en el momento), y se mantiene a 30°Cy 250 rpm durante 2
horas.

Después del tratamiento con DTT, los 50 mL se centrifugan a 3600 x g durante
10 minutos. Para eliminar los restos de DTT, se lava el precipitado con 50 mL de
TPA y se centrifuga de nuevo a 3600 x g durante 10 minutos.

. Se retira el sobrenadante y se resuspende el precipitado en 20 mL de TPA

conteniendo enzima litica (LysingEnzymes, Sigma) a una concentracion final de
5 mg/mL.

. La preparacion resultante se pasa a un matraz y se incuba a 30°C y 80 rpm

durante aproximadamente 2-3 horas, monitorizando cada hora la formacion de
protoplastos al microscopio.

Una vez obtenidos, los protoplastos se recogen por filtracién a través de nylon
de 30 um de didmetro de poro. Los restos de micelio quedan retenidos y los
protoplastos pasan a través del nylon, diluyéndose posteriormente 1:5 en
solucion ST.

. Esta suspensidn se centrifuga a 3000 x g durante 10 minutos para sedimentar

los protoplastos, y a continuacién se lavan una vez con solucion ST. Finalmente,
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se resuspenden en aproximadamente 450 plL de solucion STC. Se pasan a hielo
y se cuentan en una cdmara Thoma al microscopio. La concentracién debe estar
entre 10’-10°® protoplastos/mL. Se afiade a los protoplastos 1/10 del volumen
de solucion PTC.

TLA: Tampdn fosfato sédico 10 mM; MgS0O, 0,6 M, pH 5,8. Se esteriliza en el autoclave.

TPA: Tampodn fosfato sédico 10 mM; MgS0O, 0,8 M, pH 5,8. Se esteriliza en el autoclave.

Solucién ST: Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; sorbitol 1 M. Se esteriliza en el autoclave.

Solucién STC: Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; sorbitol 1 M; CaCl,20 mM. Se esteriliza por filtracidn.

Solucién PTC: Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; CaCl,20 mM; PEG 6000 al 60% (v/v). Se esteriliza por filtracion.

5.2.2. TRANSFORMACION

Se mezclan, en hielo, de 2 a 5 pug de ADN con 200 pL de la solucién de
protoplastos (conteniendo una concentracién entre 10’-108 protoplastos/mL).
Los tubos se dejan en hielo durante 20 minutos.

Se afiade 1 mL de solucién PTC y los tubos se dejan a temperatura ambiente
durante 20 minutos.

Se afiaden 1,2 mL de solucién STC para diluir los protoplastos. Se mezclan bien
y se siembran alicuotas de 300 puL en 7 mL de agar de cobertera (MSS-top)
sobre placas de medio selectivo (MSS).

Las placas se dejan solidificar unos 5 minutos y se incuban a 30°C hasta que
aparezcan las colonias (5-7 dias).

6. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

6.1. EXTRACCION DE ADN

6.1.1. ENTRACCION DE ADN PLASMIDICO DE E. coli

6.1.1.1. MINIPREPARACIONES (Boiling minipreps)

Se empled como método de rutina para la obtencién de ADN plasmidico de E.

coli cuando no era necesaria una elevada calidad ni cantidad del mismo (Sambrook y
Russel, 2001).

1.

Se inoculan con una colonia de bacterias 3 mL de medio LB, o bien 3 mL de
medio YT 2x, suplementado con 3 pL de ampicilina (100 pg/mL).

Se incuban a 37°Cy 200 rpm durante 16 horas (medio LB) u 8 horas (medio YT
2x), para permitir el crecimiento de las bacterias.

Se recogen las células contenidas en 700 uL del cultivo por centrifugacion a
13000 x g durante 1 minuto. Se descarta el sobrenadante.

Se anaden 110 pL de tampdn STET-L, y se resuspenden las células.

Las muestras se hierven durante 30 segundos, y posteriormente se centrifugan
a 13000 x g durante 10 minutos.

Se retira el precipitado con un palillo estéril impregnado de una solucion de
ARNasa (ribonucleasa A, Sigma) 10 mg/mL.
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7. EI ADN plasmidico se precipita afadiendo 100 uL de isopropanol. Se mantiene a
-20°C durante al menos 15 minutos.

8. Se centrifuga a 13000 x g durante 10 minutos y se desecha el sobrenadante.

9. El precipitado se lava con etanol al 70% (centrifugando a 13000 x g durante 5
minutos), se deja secar, y finalmente se resuspende el ADN en 20-25 plL de agua
estéril o tampdn TE.

Tampon de lisis STET: Tris-HCl 50 mM, pH 8,0; sacarosa al 8% (p/v); tritén X-100 al 5% (v/v); EDTA 50
mM.

Tampdn STET-L: Se prepara en el momento de usarlo, afiadiendo 10 pL de una solucién de lisozima
(Sigma) 10 mg/mL por cada 1400 pL de tampdn STET.

Tampon TE: Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM.

6.1.1.2.  LISIS ALCALINA A GRAN ESCALA

Este método se utilizé cuando era necesario procesar volumenes de cultivo de
E. coli superiores a 50 mL, para obtener gran cantidad de una preparacion de ADN
plasmidico de alta calidad. Se empled el kit comercial “Qiagen Plasmid Midi Kit”
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este método consiste en una lisis
alcalina de las células, seguida de una purificacion del ADN basada en la afinidad por
una resina de intercambio anidnico en condiciones adecuadas de pH y concentracién
salina.

De esta forma se consiguié purificar el ADN plasmidico a partir de cultivos de E.
coli de 50-100 mL con un rendimiento aproximado de 400-800 ng/uL de ADN en un
volumen final de 500 pL.

6.1.2. EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE Trichoderma

6.1.2.1. EXTRACCION A PEQUENA ESCALA

La extraccion de ADN gendmico a pequeiia escala se llevd a cabo siguiendo el
método descrito por Paterson y Bridge (1994), que es una modificaciéon del método de
Raeder y Broda (1985), y se empled para la obtencién de ADN adecuado para
reacciones de PCR.

1. Se pulveriza el micelio liofilizado en un mortero con nitrégeno liquido.

2. Se recogen aproximadamente 40 mg de micelio pulverizado en un tubo
(Eppendorf), se le afiaden 500 uL de tampdn de lisis y se homogeniza utilizando
una punta de pipeta cortada.

3. A continuacién, se afiaden 250 pyL de fenol saturado con TE y 250 pL de
cloroformo: alcohol isoamilico (CIA) (24:1).

4. Se mezcla cuidadosamente y se centrifuga a 13000 x g y a 4°C durante 50
minutos.

5. La fase acuosa superior se transfiere a un tubo nuevo, se afladen 10 pL de una
solucion 10 mg/mL de ARNasa y se incuba a 37°C durante 30 minutos, con
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objeto de eliminar el ARN que permanece junto con el ADN tras el paso
anterior.

Pasado este tiempo, se afiade un volumen de CIA 24:1. Se mezcla
delicadamente y se centrifuga a 13000 x g y a 4°C durante 10 minutos.

De nuevo, la fase acuosa superior se transfiere a otro tubo para proceder a la
precipitacion del ADN. Se le afiade 1/10 del volumen de acetato sédico 3 M pH
5y 2,5 volimenes de etanol absoluto frio, y se mantiene a -20°C durante al
menos 2 horas.

La muestra se centrifuga a 13000 x g y a 4°C durante 10 minutos, después se
retira el sobrenadante.

El precipitado se lava con etanol al 70% con objeto de eliminar las sales, y se
centrifuga a temperatura ambiente, retirando de nuevo el sobrenadante.

10. Después, se deja secar el precipitado y se resuspende en 100 pL de tampdn TE.

Tampon de lisis: Tris-HCl 200 mM, pH 8,5; NaCl 250 mM; EDTA 25 mM; SDS al 0,5% (p/Vv).

6.1.2.2. EXTRACCION RAPIDA

En algunas ocasiones es necesario extraer ADN gendmico de muchos cultivos

simultaneamente para, por ejemplo, realizar experimentos de PCR. Para evitar el
complicado proceso que se describe en el apartado 6.1.2.1., se puede llevar a cabo el
siguiente protocolo, tomado de van Zeijl y col. (1998):

1.

Con un palillo estéril se inoculan esporas en tubos (Eppendorf) con 200 uL de
PDB.

Se incuban a 30°C durante 48 horas.

El micelio obtenido se transfiere a nuevos tubos conteniendo 50 pL de tampdn
KC + Novozym234 (Sigma) (2,5 mg/mL), y se incuban a 37°C durante 60
minutos.

Se afaden 150 pL de tampdn de dilucién, y posteriormente se incuban a 95°C
durante 3 minutos.

Finalmente los tubos se ponen en hielo durante, al menos, 5 minutos para
permitir que los restos de micelio decanten.

Para las reacciones de PCR se emplea como molde 1 pL de estos
sobrenadantes.

Tampdn KC: KCI 8 M; acido citrico 10 mM, pH 6,2.
Tampodn de dilucion: Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; NaCl 10 mM; EDTA 1 mM.

6.1.2.3. EXTRACCION A MAYOR ESCALA

Este protocolo se empled para obtencidon de ADN que posteriormente se usé en

hibridaciones tipo Southern blot:

1.

La extraccidon a mayor escala se realiza en tubos de 10 mL. En primer lugar, se
llenan con unos 120 mg de micelio, liofilizado y pulverizado previamente.
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10.

11.

12.

Después, se afiaden 4 mL de tampdn de lisis, 2 mL de fenol y 2 mL de CIA en
este orden; y se mezclan por inversidon cuidadosamente.

Se centrifugan a 7000 x g a temperatura ambiente durante 20 minutos.

El sobrenadante se transfiere a un tubo limpio y se afladen 30 ul de ARNasa (10
mg/mL).

Las muestras se incuban a 37°C durante 15 minutos.

Se afiade un volumen equivalente al obtenido en el paso 3 de fenol-CIA (1/2
volumen de cada uno).

Se centrifugan a 4000 x g y a temperatura ambiente durante 5 minutos.

El sobrenadante se transfiere a un tubo limpio y se afade un volumen
equivalente de CIA.

Se centrifuga de nuevo a 4000 x g a temperatura ambiente durante 5 minutos.
La fase acuosa se transfiere a un tubo nuevo y el ADN se precipita adicionando
1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,4 y 2,5 volumenes de etanol
absoluto frio. Las muestras se dejan a -20°C durante al menos 2 horas.
Posteriormente se centrifugan a 9000 x g a 4°C durante 20 minutos, y se retira
el sobrenadante.

El precipitado se lava con 1 mL de etanol al 70%, se centrifuga a temperatura
ambiente, y se retira de nuevo el sobrenadante.

Finalmente se deja secar el precipitado y se resuspende en 200 uL de tampdn
TE.

6.2. EXTRACCION DE ARN

Con el fin de reducir el riesgo de degradacién de acidos ribonucleicos por la

actuaciéon de ARNasas, todas las soluciones se prepararon en agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC, Sigma) al 0,1% (v/v), durante 12 horas, y posteriormente
autoclavada. Ademas se empled material de vidrio esterilizado por calor seco, lotes
nuevos de puntas y tubos de plastico estériles.

6.2.1. METODO DEL TRIZOL

Para llevar a cabo la extraccion de ARN total se utilizd el método del TRIZOL®

(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante:

l.
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Se parte de 6-35 mg de micelio de Trichoderma o de 100 mg de tejido vegetal
fresco, pulverizado en mortero en presencia de nitrégeno liquido. El material
se transfiere a tubos (Eppendorf) a los que se afiade 1 mL del reactivo
TRIZOL®.

Las muestras se homogeneizan con ayuda de una micropipeta y por agitacién
en vortex. Posteriormente, se incuban a temperatura ambiente durante 5
minutos.
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3. A cada tubo se le afiaden 0,2 mL de cloroformo, agitando después en vortex
durante 15 segundos, e incubando a temperatura ambiente durante 2-3
minutos.

4. Seguidamente, los tubos se centrifugan a 12000 x g y a 4°C durante 15
minutos, con el fin de eliminar los restos celulares. La fase acuosa se
transfiere a un tubo nuevo, se le afiade un volumen de isopropanol, y se
incuba a temperatura ambiente durante 15 minutos para permitir la
precipitacion del ARN.

5. A continuacién se centrifuga a 12000 x g y a 4°C durante 10 minutos. El
precipitado se lava con 1 mL de etanol-DEPC al 70% (agitando en vértex hasta
separar el precipitado del tubo), y se centrifuga de nuevo a 7500 x g y a 4°C
durante 5 minutos.

6. El etanol se elimina por inversién y el precipitado se deja secar al aire,
resuspendiéndolo después en 30-50 pL de agua destilada tratada con DEPC.

7. Finalmente, el ARN se incuba a 60°C durante 10-20 minutos para ayudar a su
completa resuspension.

6.2.2. ARN PARA MICROARRAYS

Para la obtencién de ARN de S. lycopersicum para los ensayos de microarrays se
utilizd el kit comercial “NucleoSpin® RNA Plant” (Macherey-Nagel) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

7. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

7.1. CUANTIFICACION Y CALIDAD DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

La cantidad de acidos nucleicos se determiné espectrofotométricamente en un
equipo GeneQuant™ pro RNA/DNA Calculator (Amersham). EI ADN se cuantifico
midiendo la densidad 6ptica a una longitud de onda de 260 nm, considerando que una
unidad de densidad dptica equivalia a una concentracion de ADN de 50 pg/mL. EI ARN
se cuantifico midiendo la densidad éptica a la misma longitud de onda, considerando
gue una unidad de densidad éptica correspondia a una concentracion de ARN de 40

ug/mL.

La calidad de las preparaciones asi como la bondad de las cuantificaciones
realizadas, se comprobaron siempre mediante electroforesis en geles de agarosa
usando marcadores de concentracion conocida.

Para los ensayos de microarrays el analisis de las muestras de ARN total se llevd
a cabo en un equipo Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies), siguiendo las
instrucciones del fabricante. El sistema estd basado en una electroforesis convencional
pero desarrollada sobre un chip. Las moléculas fluorescentes son intercaladas entre las
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moléculas de ARN que migran en funcién de su tamafio. La sefial fluorescente emitida
es transformada en bandas (similares a las obtenidas en un gel de agarosa) y picos
(electroferograma). En el electroferograma se determina el area obtenida para los
picos que se corresponden con el ARN 18S y 28S. Con ayuda de un marcador, con una
relacion concentracién/area conocida, se extrapolan los resultados de area obtenidos
para las muestras.

7.2. MANIPULACION ENZIMATICA DE LOS ACIDOS NUCLEICOS
7.2.1. TRATAMIENTO ENZIMATICO DE ADN

7.2.1.1. DIGESTION

Las enzimas de restriccion se usaron siguiendo las recomendaciones del
proveedor (Roche). Cada una de ellas tiene unas condiciones dptimas de digestién en
cuanto a concentracién de sales, temperatura y tiempo de incubacién. Como norma
general, el volumen de la enzima no debe superar 1/10 del volumen total de digestion
debido a la alta concentracién en glicerol de las soluciones de almacenamiento,
condiciones que incluso podrian inhibir su propia actividad. Asimismo, es conveniente
que el ADN esté lo suficientemente diluido y limpio con el fin de no alterar las
condiciones de reaccion.

1. Se mezclan en un tubo: 1/10 del volumen total de digestion de tampdn de
digestion (10x), la cantidad adecuada de ADN disuelto en agua o en tampdn TE,
las unidades que se consideren necesarias de enzima y agua destilada estéril
hasta completar el volumen de digestién.

2. La mezcla se incuba a la temperatura adecuada (normalmente 37°C) durante 3-
7 horas.

7.2.1.2.  GENERACION DE EXTREMOS ROMOS

El rellenado de extremos 5 prominentes originados por cortes con enzimas de
restriccion se realizd usando el fragmento Klenow de la ADN polimerasa (Fermentas).

1. Se resuspende el ADN en 13 uL de agua y se anaden 2 pL de tampdn Klenow
10x.

2. Seafiade 1 uL de dNTPs 10 mM y 1 unidad del fragmento Klenow.

3. La mezcla se incuba a 37°C durante 10 minutos y, posteriormente, la reaccion
se para calentando a 70°C durante 10 minutos.

Tampon Klenow 10x: Tris-HCI 500 mM, pH 8; MgCl, 50 mM; DTT 10 mM.
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7.2.1.3. LIGACION

Las reacciones de ligacidn se llevaron a cabo con la enzima ligasa del fago T4
(Roche). La mezcla de reaccién se prepard en un volumen final de 10 pL conteniendo 1
uL de tampdn de ligasa 10x, proporcionado con la enzima, 10-40 ng de ADN vector, al
menos una cantidad equimolar de ADN inserto y 1 U de ligasa T4. La ligacidn se incubé
a 16°C durante 12 horas para fragmentos con extremos romos.

Tampdn de ligacidon Roche 10x: Tris-HCl 660 mM, pH 7,5; MgCl, 50 mM; DTT 50 mM; ATP 10 mM.

7.2.2. TRATAMIENTO ENZIMATICO DE ARN

7.2.2.1. TRATAMIENTO DE ARN CON ADNasa

Este tratamiento se realizé con el fin de eliminar restos de ADN gendémico de las
preparaciones de ARN total que posteriormente se utilizaron en reacciones de Real
Time PCR. Se empled la enzima ADNasa RQ1, libre de ARNasa (Promega).

La mezcla de reaccion se prepard en un volumen final de 100 yL conteniendo
10 plL de tampodn de ADNasa 10x, proporcionado con la enzima, 50 ug de ARN total y 5
U de ADNasa RQ1. Se incubé a 37°C durante 30 minutos, y a continuacién el ARN se
limpid por fenolizacidén. Después, se recuperd el ARN mediante precipitacion a -20°C
con 1/10 del volumen de acetato sddico 3M pH 4,5 y 2,5 volimenes de etanol frio, y
posterior centrifugacion.

Tampdén ADNasa RQ1 Promega 10x: Tris-HCl 400 mM, pH 8,0; MgS0, 100 mM; CaCl, 10 mM.

7.2.2.2.  SINTESIS DE ADNc

7.2.2.2.1. PARA HIBRIDACION DE MICROARRAYS
Para la sintesis del ADNc utilizado en los ensayos con microarrays, se empled el
kit comercial “Transplex® Whole Transcriptome Amplification” (Sigma), siguiendo las
instrucciones de la casa comercial.

7.2.2.2.2. PARA Real Time PCR

Para la sintesis del ADNc se utilizé el kit comercial “PrimeScript™ RT reagent Kit
(Perfect Real Time)” (Takara), siguiendo las instrucciones del fabricante.

1. En un tubo de microcentrifuga se mezclan, en el siguiente orden: 2 uL de
tampodn de reaccién 5x, 0,5 pL de oligodT (50 uM) y 2 uL de enzima.

2. Se anaden 0,5 pug de ARN y agua destilada tratada con DEPC hasta un volumen
final de reaccién de 10 pL.

3. La mezcla se incuba a 37°C durante 15 minutos (sintesis del ADNc) v,
posteriormente, a 85°C durante 5 segundos (inactivacion de la enzima por
calor).
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4. Eltubo de reaccion se conserva a -20°C hasta su uso.

7.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

7.3.1. REACCION CLASICA

Las reacciones de PCR convencionales se realizaron empleando Tag polimerasa
(Biotools). La mezcla de reaccidn se prepard en un volumen final de 50 pL conteniendo
el ADN molde, 5 pL de tampdn de PCR 10x, proporcionado con la enzima, 2 mM de
MgCl,, 400 uM de dNTPs, 1 uM de cada oligonucledtido y 2,5 U de polimerasa.

Las condiciones de amplificacion consistieron en un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos que incluian: 30
segundos a 94°C (desnaturalizacion), 30 segundos a la temperatura establecida
empiricamente para cada par de oligonucleétidos (hibridacién), y, finalmente, un
tiempo aproximado de 1 minuto por cada kb a amplificar a 72°C (extensidn). Tras esos
35 ciclos la amplificacién se completd con una extensién final a 72°C durante 7
minutos.

7.3.2. REACCION CON POLIMERASAS DE ALTA FIDELIDAD

Para reacciones de amplificacion que requerian una alta fidelidad se empled
Pfu polimerasa (Fermentas), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

7.3.3. REACCION DE CADENA LARGA

Las PCRs para amplificar fragmentos largos de ADN (mayores de 2 kb) se
realizaron utilizando el sistema “PCR Extender System-5 Prime” (Eppendorf), siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Este sistema contiene una mezcla de ADN
polimerasas termoestables con altas tasas de extensidon y una maxima capacidad
correctora. Ademas el sistema contiene dos tampones de reaccién que se usaron en
funcién del tamafio del ADN que se deseaba amplificar. La temperatura éptima de
extension, en este caso, fue de 60°C.

7.3.4. Real Time PCR

El principio de esta técnica consiste en la deteccién de los productos de PCR
mediante la utilizacion de SYBR Green, colorante que emite fluorescencia al unirse a
las moléculas de ADN de doble cadena durante la amplificacidon. Una posterior medida
de la intensidad de la fluorescencia emitida nos permite determinar la cantidad de
producto de PCR amplificado en una muestra.

La mezcla de reaccién se llevd a cabo en un volumen final de 10 uL a la
concentracion final que se indica:

- 5 uL SYBR Green Master (Rox) (Roche)

- 0,2 uL oligo forward (concentracién final de 200 nM)
- 0,2 pL oligo reverse (concentracion final de 200 nM)
- 3,6 pL agua miliQ
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- 1 uL ADNCc (1,8 ng) como molde de reaccion.

Las amplificaciones se realizaron, en triplicado, en un equipo ABI Prism® 7000
(Applied Biosystems) que se programd con las siguientes condiciones: un ciclo inicial
de 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 95°C
(desnaturalizacién), 1 minuto a 60°C (anillamiento) y 1,5 minutos a 72°C (extension).
Se realizé una medida continua de la fluorescencia emitida en un rango de 60-95°C
aumentando la temperatura 0,2°C por segundo. Finalmente las muestras se
mantuvieron a 4°C.

Los oligonucleétidos utilizados en los ensayos de Real Time PCR fueron
analizados previamente mediante una curva de disociacion para determinar posibles
productos inespecificos como la formacién de dimeros.

Para calcular la expresion génica relativa, se utilizé el modelo 27AAc gue parte

del supuesto de que la eficiencia con la que se amplifica el gen problema y el gen de
referencia es 6ptima e idéntica (correspondiente al 100%) (Livak y Schmittgen, 2001).

Se validd el uso de la féormula 24 (Livak y Schmittgen, 2001) mediante la

realizacion de una curva de eficiencia de amplificacion para cada uno de los
oligonucleétidos utilizados, tal y como se muestra a continuacion:

y=variable dependiente

y=mx+b m= pendiente de la recta
E= 10-Y/m! x= variable independiente
b= corte en el eje y
E= eficiencia

Para esta ecuacidn, la pendiente (m) debe tener un valor aproximado entre -3,2
y -3,5 (siendo ideal un valor de -3,32), lo cual indica una eficiencia de amplificacidn
cercana al 95- 100%. El valor de la eficiencia (E) debe ser cercano a 2, o idealmente
igual a 2, indicando una eficiencia de amplificacion cercana al 100% o del 100%,
respectivamente.

De esta forma, 27447 expresa las diferencias entre los valores Ct (ciclo en el que

la produccién de fluorescencia cruza el umbral establecido) de la muestra y del control,
tal y como se muestra a continuacion:

Ratio= 2° [ACt muestra- ACt control]

Ratio= 2714AC
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7.3.5. OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron suministrados por las
casas comerciales Sigma o Isogen Life Science, y se recogen en la Tabla 3.

Tabla 3. Oligonucleétidos usados en este trabajo.

Nombre Secuencia (5'3°) Utilidad

g6pd-fw GTCAAGACTCTTGCCTATGAC Expresion  del = gen g6pd.  Validacion
microarrays Trichoderma

g6pd-rev GCTCTTGAAGTACTTGACGG Expresion d?' gen  gbpd.  Validacion
microarrays Trichoderma

virl-fw CAAACTCCGTCTATTTCACCA Expresmn del gen virl. Validacion microarrays
Trichoderma

. Expresion del gen virl. Validaciéon microarrays

virl-rev ACATCATTCCAAGAATCATCGG .
Trichoderma

gab-fw CTCCCGATATTGTTACTTTCTC Expresmn del gen gab. Validacion microarrays
Trichoderma

gab-rev AATGTATGTTCCTTGTCCCT Ex!:)re5|on del gen gab. Validacion microarrays
Trichoderma

cut-fw TATGGTGCCTCTCAAGTCTG Expresmn del gen cut. Validacién microarrays
Trichoderma

cut-rev AGTACCTTGGCTATAGCCAC Expresmn del gen cut. Validacién microarrays
Trichoderma

cbhl-fw AGGATTTACTCTCGACACCA Expresion  del  gen  cbhl. Validacion
microarrays Trichoderma

cbhi-rev ATGTTGGCGTAGTAATCATCC Expresion  del  gen  cbhl. Validacion
microarrays Trichoderma

hfbll-fw GAAGTTCTTCACCATCGCCAC Expresion  del ~gen  Afbll.  Validacion
microarrays Trichoderma

hfbll-rev TTGCAGTCGAGGCCAATGATGC Expresion  del ~ gen  Afbll. - Validacion
microarrays Trichoderma

tub-fw GAATATCAACAATACCAGGATGC Ut‘lllzado como gen endégeno microarrays
Trichoderma

tub-rev AGGATTGGTATTGATCATCAGCA Utllllzado como gen endégeno microarrays
Trichoderma

ABC-fw2 CGAGACGTACCATGGCCAGAT Expresion  del  gen  ABC.  Validacion

microarrays Trichoderma
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ABC-rev2 CTCGTTGAGCGTTGTCGGACT Expresion  del  gen ~ ABC.  Validacion
microarrays Trichoderma

Alcohol DH-fw GCCGAATTTCTTCTTGAACTACCT Expresion  del ~ gen ADH.  Validacion
microarrays Trichoderma

Alcohol DH-rev GAATTGTAGCCGCCTCATCC Expresion  del gen ~ADH.  Validacion
microarrays Trichoderma

CSRP-fw CCCCTGTACTTACCAGGAGTA Expresion  del gen ~CSRP. Validacion
microarrays Trichoderma

CSRP-rev GTAAGAGTTGCCGACAATGCC Expresion del gen ~CSRP. Validacion
microarrays Trichoderma

DH red-fw2 TTGAGAGAGTCCTGGTAGTCG Ex!:)re5|on del gen DH. Validacién microarrays
Trichoderma

DH red-rev2 AACGCTTGCTTCGACGATATCG Expresmn del gen DH. Validacién microarrays
Trichoderma
Expresion del gen MFS.  Validacion

MFS-fw GTGTCATTCTCATGGCTGGT microarrays Trichoderma

MFS-rev TGATGAATCGAGTGAAGAAGGAG ~ CxPresion  del - gen — MFS. Validacion
microarrays Trichoderma

MAT-fw CATAAACGACCCGAACCGAC Expresion  del ~ gen ~ MAT.  Validacion
microarrays Trichoderma

MAT-rev TATACGACTAAGCCAATCACCCT Expresion  del ~ gen  MAT.  Validacion

microarrays Trichoderma

PG mutase-fw

AGGTTACCGAGCGACCTCACG

Expresion del gen PG. Validacién microarrays
Trichoderma

PG mutase-rev

AATGACACCGGCGAGGATCTC

Expresion del gen PG. Validacion microarrays
Trichoderma

Monooxygenasa- CACTGGAGTCATGACACAGC Expresmn del gen SM. Validacién microarrays
fw Trichoderma
Monooxygenasa- GTCGACAATGTCCTTCTTCCA Expresmn del gen SM. Validacién microarrays
rev Trichoderma
p450-fw GGGACATTATTCGGGAGAGG Ex'pre5|on d(.el gen P450. Validacion
microarrays Trichoderma
r . ' S
pa50-rev GATGATGAAAGCCGATGACAG xpresion  del - gen  P450.  Validacion
microarrays Trichoderma
ICS1-fw GTTCCTCTCCAAGAAATGTCC Expresion del gen de defensa ICS1
ICS1-rev TCCTTCAAGGTCATCAAACTC Expresién del gen de defensa /CS1
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PR1-fw CCTCAAGATTATCTTAACGCTC Expresion del gen de defensa PR1

PR1-rev TACCATTGCTTCTCATCAACC Expresion del gen de defensa PR1

LOX1-fw GCCTCTCTTCTTGATGGA Expresion del gen de defensa LOX1

LOX1-rev GTAGTGAGCCACTTCTCCAA Expresion del gen de defensa LOX1

EIN2-fw GTTGCTAAGTGATGCTGTA Expresion del gen de defensa EIN2

EIN2-rev CGCTCAAGCATGCTGGGCC Expresion del gen de defensa EIN2

amdS-NT ATGCCTCAATCCTGGGAA Obtencién del gen amdS de A. nidulans.
amdS-CT CTATGGAGTCACCACATT Obtencidén del gen amdS de A. nidulans
AeTTCRGTATATIGHCTICccaTe G e ot s ones
amds-3 TTCCTTCCCGGCCTTTTCTT Comprobacion de construcciéon pLMG::amdS
Tcbh2-R GAGCTCAACCCAAAGGAGGG Comprobacion de construccion pLMG::amdS
cbh2 GTTGCTCATTTGCGGTCTACC Obtencién de sonda para Southern blot
amdS-RT1 TCGACGGCAATGTCCTTCCAC Expresion del gen amdS

amdS-RT2 TCGCCGGATGCACTGATATC Expresion del gen amdsS

amdS-RT4 GTGGACGCCATACAAGCACGA Comprobacion de construcciéon pLMG::amdS.
Q2413-fw TGGCGTTGAATTGAGTTTGTGT Utilizado como gen enddgeno Trichoderma
Q2413-rev CCCTCCGTATGGGTTTTAAGGT Utilizado como gen enddgeno Trichoderma
PCK-fw CTCAGAGGGAATTTGAGGTTTCC :‘fc’;z:szys Td;'natie" PEPCK.  Validacion
PCK-rev GTGTCTCAGTACTTGTTCAGCTG Expresion del gen PEPCK. Validacidn

microarrays Tomate
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Expresion del gen BGP. Validacidn

BGP-fw GAGAGGAGATTCCGCACTCATC .
microarrays Tomate

BGP-rev AGCAGCCCAACTCAACAAGGTT Ex.pre5|on del gen BGP. Validacién
microarrays Tomate

NR-fw GTACGAGCTATCGATGAGACCC Expresion del gen NR. Validacidon microarrays
Tomate

NR-rev ATTGGTTTCCAGGTTGGGTC Expresion del gen NR. Validacidon microarrays
Tomate

HTTP-fw ATGGCTCCTGCTCTTGAACAA Expresion ~ del —gen HTTP.  Validacion
microarrays Tomate

HTTP-rev ATCAGATTTCGTAGCGAGACG Vallld Expresién del gen HTTP. Validacion
microarrays Tomate

PLDB1-fw TCCTGATATTTTGGGAATAGC Ex.pre5|on del gen PLDB1. Validacién
microarrays Tomate

PLDB1-rev CAGCACATTCTTACCACACACTA Ex.pre5|on del gen PLDB1. Validacion
microarrays Tomate

AVrON-fw GGTGGAGATAATTTGGTGAATA Ex'pre5|on del gen Avr9-N. Validacién
microarrays Tomate

AVr9N-rev TTATGATTTGTATAGATTGAGCC Ex'pre5|on del gen Avr9-N. Validacién
microarrays Tomate

Actina-fw CACCACTGCTGAACGGGAA Utilizado como gen enddgeno microarrays
Tomate

Actina-fw GGAGCTGCTCCTGGCAGTTT Utilizado como gen enddgeno microarrays

Tomate

7.4. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

7.4.1. ELECTROFORESIS DE ADN

Los fragmentos de ADN se separaron segun su tamafio mediante electroforesis
en geles de agarosa, a una concentracion variable del 0,8-1,2% (p/v) dependiendo del
tamafio del ADN que se deseaba separar.

1. Se afiade la cantidad adecuada de agarosa al volumen necesario de tampdn

TAE 1x y se funde por ebullicidn en un microondas.

2. Se deja enfriar hasta unos 55-60°C. En este punto, se afiade bromuro de etidio
hasta una concentracion final aproximada de 1 pg/mL.

3. Sevierte el gel en la bandeja de electroforesis y se deja que solidifique.

4. Se preparan las muestras afnadiendo tampdn de carga 6x.
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5. Se lleva a cabo la electroforesis en tampdon TAE 1x aplicando un voltaje
aproximado de 5 V por cm de longitud de la cubeta, incluyendo marcadores de
peso molecular comerciales.

6. Se visualizan las bandas mediante iluminacién con luz ultravioleta, y se
fotografia el gel si procede.

Tampdn TAE 50x: Tris-acetato 2 M, pH 8,0; EDTA 50 mM. Se pesan 242 g de Tris. Se afiaden 57,1 mL de
acido acético glacial y 100 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0.
Tampon de carga 6x: Sacarosa al 40%; azul de bromofenol al 0,25% (p/v); xileno cianol FF al 0,25% (p/v).

7.4.2. ELECTROFORESIS DE ARN

Para las electroforesis de muestras de ARN los tampones se prepararon en agua
tratada con DEPC. El resto del material necesario (cubetas, peines, bandejas) se
mantuvo en NaOH 0,2 M durante, al menos, 30 minutos, y posteriormente se lavé con
agua destilada tratada con DEPC.

Para comprobar la calidad de las extracciones de ARN, se hizo una
electroforesis en un gel de agarosa (condiciones no desnaturalizantes) al 1%, tal y
como se indica en el apartado anterior para las muestras de ADN. Se considerd que el
ARN extraido era de calidad cuando pudieron apreciarse clara y nitidamente las bandas
correspondientes a los ARNs ribosémicos 18S y 28S.

7.5. PURIFICACION

7.5.1. FRAGMENTOS DE ADN A PARTIR DE GELES DE AGAROSA

Los fragmentos de ADN de interés se cortaron del gel de agarosa con ayuda de
un bisturi y se purificaron con el kit “Geneclean® II” (Qbio Gene) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

7.5.2. ARN PARA MICROARRAYS

Para purificar el ARN total de Trichoderma o de la parte aérea de las plantas,
gue posteriormente se emplearia en la hibridacion de microarrays, se utilizé el kit
comercial “RNeasy MinElute Cleanup Kit” (Quiagen) siguiendo las instrucciones de la
casa comercial.

7.6. SECUENCIACION DE ADN

La secuenciacién de ADN se realizo siguiendo las instrucciones del Servicio de
Secuenciacion de la Universidad de Salamanca, utilizando 3 pmoles del oligonucledtido
de interés por reacciéon. Se usaron 400-600 ng de ADN plasmidico (en un volumen de 5
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pL de agua destilada estéril) extraido de E. coli tal y como se indica en el apartado
6.1.1.2. La secuenciacién directa de productos de PCR se realizé a partir de 100 ng de
ADN por kb de longitud del producto.

8. EXPERIMENTOS DE HIBRIDACION

8.1. TRANSFERENCIA DE ADN DE GELES DE AGAROSA A MEMBRANAS (Southern

blot)

Se realizaron digestiones de aproximadamente 10 pg de ADN gendmico tal y

como se describe en el apartado 7.2.1.1. Los fragmentos originados se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% con bromuro de etidio aplicando bajo voltaje
(2 V por cm de longitud de la cubeta). Una vez fotografiado, el gel fue sometido al
siguiente protocolo:

1.

Se trata con HCI 0,25 N durante 15 minutos en agitacién moderada, con el fin
de fragmentar las moléculas de ADN mayores de 10 kb. A continuacion, se lava
varias veces con agua destilada.

Se sumerge el gel en la solucidon de desnaturalizaciéon durante 45 minutos,
también en agitacion moderada. Se lava posteriormente con agua destilada.

Se sumerge en la soluciéon de neutralizacion durante 45 minutos, también en
agitacion.

Posteriormente, el gel se equilibra en tampdn SSC 10x durante 45 minutos, en
agitacién, mientras se prepara lo necesario para la transferencia.

La transferencia se lleva a cabo por capilaridad desde el gel a una membrana de
nylon, cargada positivamente, Hybond" N* (Amersham). Para ello, el gel se
sitla sobre un puente de papel de filtro Whatman® 3MM que esta en contacto
con un tanque de tampdn SSC 10x, y saturado con el mismo. Sobre el gel se
colocan sucesivamente, la membrana de nylon del tamafio del gel, 2 papeles
Whatman 3MM, una pila de papel absorbente y finalmente un peso
aproximado de 0,5 kg. Es importante eliminar las burbujas de aire que se
puedan formar al superponer las distintas capas. La transferencia por
capilaridad asi dispuesta se mantiene, al menos, durante 12 horas.

Tras la transferencia, la membrana se pasa a SSC 2x durante 2 minutos. Se deja
secar al aire y se irradia con luz ultravioleta en un Stratalinker (Stratagene)
aplicando 120 mJ durante 30 segundos para fijar los acidos nucleicos a la
misma.

Solucion de desnaturalizacion: NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M.
Solucién de neutralizaciéon: NaCl 3 M; Tris-HCI 0,5 M, pH 7,5.
SSC 20x: NaCl 3 M; citrato sodico 0,3 M. Se ajusta a pH 7,0 con NaOH.
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8.2. DISENO DE MICROARRAYS

8.2.1. MICROARRAYS DE Trichoderma

Los microarrays de Trichoderma utilizados en este trabajo fueron de disefio
propio. En su construcciéon se incluyeron 12.662 secuencias Unicas de Trichoderma
(9.510 singlets y 3.152 contigs) (Samolski y col., 2009), 9.129 genes de T. reesei QM6a y
11.643 genes de T. virens T87. Las 12.662 secuencias Unicas de Trichoderma (991 de las
cuales correspondieron a T. virens T59) se obtuvieron a partir de 14.273 transcritos
derivados de ESTs de 12 cepas de Trichoderma, pertenecientes a ocho especies
diferentes (Vizcaino y col.,, 2006b, 2007). Cada microarray contuvo 374.824 sondas
correspondientes a 34.138 transcritos: 11 sondas para 34.026 transcritos y menos de 11
sondas para 112 transcritos que habian pasado los filtros de calidad previos.

8.2.2. MICROARRAYS DE TOMATE

Se utilizaron los microarrays comerciales de oligonucleétidos “GeneChip
Tomato Genome Arrays” (Affymetrix). Cada microarray contuvo 101.794 sondas
correspondientes a 9.254 transcritos (11 sondas para cada uno de los transcritos).

8.3. MARCAIE DE LAS SONDAS

8.3.1. Southern blot

Para este marcaje se utilizaron dCTPs con digoxigenina unida. Para incorporar
estos dCTPs a la sonda se realizd mediante el método de oligonucleétidos al azar
(random priming), utilizando el producto DIG-High Prime (Roche), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

El producto de la reacciéon de marcaje fue sometido a electroforesis en gel de
agarosa y purificado a partir del gel, empleando el método indicado en el apartado
7.5.1.

8.3.2. MICROARRAYS

Para los microarrays de Trichoderma, el marcaje del ADNc y posterior
purificaciéon del ARNc se realizd con el kit “One-Color DNA labeling” (NimbleGen,
Roche), mientras que para los microarrays de tomate, se empleé el kit “GeneChip IVT
Labeling” (Affymetrix) siguiendo, en ambos casos, las recomendaciones de la casa
comercial correspondiente.
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8.4. PREHIBRIDACION, HIBRIDACION Y LAVADOS

8.4.1. PREHIBRIDACION DE MEMBRANAS

La prehibridacidn tiene como finalidad, ademas de equilibrar la membrana con
el tampdn de hibridacién, bloquear los sitios activos de la membrana donde no se han
unido los dacidos nucleicos transferidos y que pueden unir inespecificamente los
fragmentos de ADN usados como sonda. La prehibridacién se llevé a cabo en el
tampon de hibridacién correspondiente durante un minimo de 60 minutos. El volumen
del tampdn afiadido no debe superar los 100 uL por cm? de membrana.

8.4.2. HIBRIDACION Y LAVADOS

La especificidad de la hibridacién depende tanto de las condiciones utilizadas
durante la incubacion (temperatura, concentracion de sales y detergentes en el
tampodn de hibridacion) como de los lavados posteriores.

8.4.2.1. HIBRIDACION CON SONDAS PARA Southern blot

Las hibridaciones con las sondas se realizaron a 65°C durante, al menos, 12
horas en tampdn de hibridacidn, al que se le afiadié la sonda desnaturalizada. La
desnaturalizacion se realizé por calentamiento a 100°C durante 10 minutos y
enfriamiento en hielo durante al menos 2 minutos.

Posteriormente se retird el tampoén de hibridacién con la sonda (se puede
guardar a -20°C para ser reutilizado) y se procedié a hacer los lavados. La membrana se
sometid a dos lavados con SSC 2x y SDS al 0,1% durante 15 minutos, el primero a
temperatura ambiente y el segundo a 65°C. A continuacidn, se realizdé un lavado mas
con SSC 0,2x y SDS al 0,1% a 65°C durante 15 minutos.

Tampon de hibridacion: Para preparar 200 mL, se afiaden en este orden 148 mL de agua, 0,4 mL de SDS
al 10%, 2 mL de sarcosina al 10% (p/v) y 50 mL de SSC 20x. Se mantiene la mezcla a 65°C durante 5-10
minutos y se afiaden después 2 g de Blocking Reagent (Roche). Se calienta y agita la mezcla a 65°C
durante 30-45 minutos y posteriormente se deja enfriar.

8.4.2.2. HIBRIDACION CON SONDAS PARA MICROARRAYS

Los chips utilizados en este trabajo se hibridaron con 15 pg de ARNc
fragmentado para las distintas muestras. Para llevar a cabo estas hibridaciones, se
utilizé un sistema compuesto por un horno de hibridacién (permite realizar la
hibridacién de un gran numero de chips de manera simultanea), una unidad de
procesamiento (realiza el proceso de lavado de los chips), y un laser.
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8.5. DETECCION

8.5.1. Southern blot

La deteccion se realizd con anticuerpos frente a digoxigenina conjugados con
fosfatasa alcalina. El revelado de la actividad fosfatasa se llevd a cabo mediante una
reacciéon quimioluminiscente empleando el reactivo CDP-Star (Roche). Para ello se
siguio, con ligeras modificaciones, el siguiente protocolo que proporciona la casa
comercial:

1. Tras llevar a cabo los lavados, se trata la membrana con tampdn de lavado
(washing buffer) a temperatura ambiente durante 5 minutos.

2. Se afade sobre la membrana soluciéon de bloqueo y se incuba en agitacién a
temperatura ambiente durante 30 minutos.

3. Se afiade sobre la solucion anterior el anticuerpo AntiDIG-AP Fab fragments
(Roche) a una dilucion 1:20000 y se incuba en agitacién a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

Se hacen dos lavados de 15 minutos con tampdn de lavado.

5. Se afade tampdén de deteccion durante 3-5 minutos para equilibrar la
membrana.

6. Se retira el tampdn y se afiade el reactivo CDP-Star (Roche), diluido 1:100 en
tampon de deteccion, sobre la membrana y se cubre la misma con un papel de
plastico transparente para facilitar la distribucidon del reactivo por toda la
superficie de la membrana. Se incuba 5 minutos en oscuridad.

7. Finalmente se expone a una pelicula radiografica (Fujifilm) en un cassette EC-
DW (Fujifilm) durante 1-15 minutos y se revela.

Tampdn maleico: NaCl 150 mM; acido maleico 100 mM, pH 7,5.
Tampoén de lavado: Tween 20 al 0,3% (v/v) en tampon maleico.
Solucion de bloqueo: Blocking Reagent al 1% (p/v) en tampon maleico.
Tampodn de deteccidn: Tris-HCl 100 mM, pH 9,5; NaCl 100 mM.

8.5.2. MICROARRAYS

En el caso de los microarrays de Trichoderma, la digitalizacién de las senales de
fluorescencia emitidas después de la hibridacidn se realizé con el escaner AxonGenePix
40008, utilizando el programa NimbleScan 2.3. Los datos obtenidos, correspondientes
a la induccidn o represion de genes en las distintas condiciones ensayadas, se
depositaron en la base de datos GEO con el nimero de acceso GSE29171.

En el caso de los microarrays de tomate, la deteccién de la fluorescencia
emitida por el chip se realizé con el sistema Gene Array Reader (Affymetrix). Los
resultados fueron analizados con un paquete informatico compuesto por el programa
GCOS, que permite digitalizar los datos de fluorescencia generados por el laser, y el
programa Desktop Mining Solution (Micro DB 3.0, Data MiningTool 3.0), que permite la
identificacion, en un rango de significacion, de los genes inducidos y/o reprimidos en
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cada experimento, mediante el uso de las bases de datos generales junto con la base
de datos de Affymetrix.

8.6. REUTILIZACION DE MEMBRANAS (Southern blot)

Las membranas se sometieron al siguiente tratamiento para su reutilizacién:

1. Inicialmente se sumergen en agua destilada estéril y, a continuacion, se realizan
dos lavados de 15 minutos con una solucion de NaOH 0,2 N y SDS al 0,1%.
2. Por ultimo, se mantienen durante, al menos, 10 minutos en SSC 2x.

9. ENSAYOS DE CRECIMIENTO, PIGMENTACION Y ESPORULACION DE Trichoderma.
ESTUDIO FENOTIPICO DE LOS TRANSFORMANTES

Para realizar un estudio fenotipico de los transformantes de Trichoderma que
expresan el gen amdS de A. nidulans, 1 x 10° esporas de las cepas de Trichoderma
seleccionadas se depositaron, en un volumen final de 15 uL, en el centro de placas de
PDA y PDA suplementadas con acetamida 10 mM, acrilamida 10 mM, formamida 10
mM o urea 10 mM. Las placas se incubaron a 28°C. A las 72 horas de incubacién se
midid el drea de crecimiento y se analizé la pigmentacion. Y tras 9 dias de incubacién
se midid la esporulacidn, para ello las esporas de cada placa se recogieron tal y como
se describe en el apartado 4.1.1.1. El nimero de esporas en suspension se determind
usando una camara Thoma.

Para completar el estudio fenotipico de los transformantes, se midié el pH de
los sobrenadantes y se pesaron los micelios, previamente liofilizados durante unas 12
horas, obtenidos de los cultivos en PDB o PDB suplementado con 10 mM de
acetamida, acrilamida, formamida o urea, tal y como se describe en el apartado
4.1.1.2.

10. CUANTIFICACION DE AMONIO

Para determinar la cantidad de amonio liberado al medio de cultivo por
Trichoderma se utilizé el kit comercial “Spectroquant® Ammonium Test” (Merck),
siguiendo las instrucciones del fabricante con ligeras modificaciones. Se emplearon 5
mL de los sobrenadantes de Trichoderma obtenidos tal y como se describe en el
apartado 4.1.1.2 y se anadieron 600 puL del reactivo NH4-1 y una cucharada del reactivo
NH4-2 (100 mg aproximadamente). Las muestras se dejaron reposar a temperatura
ambiente durante 5 minutos. A continuacidn, se afadieron 4 gotas del reactivo NH4-3 y
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se dejaron reposar las muestras a temperatura ambiente durante 40 minutos.
Posteriormente, se midié la densidad éptica a 690 nm. Como control se utilizaron 5 mL
de medio de cultivo sin inocular con Trichoderma. La cantidad de amonio liberado se
determind por extrapolacion sobre una recta patrén realizada simultdaneamente con
diluciones de NH4Cl de concentracidn conocida en el rango de 0-250 uM.

11. ENSAYOS ANTIFUNGICOS in vitro EN CULTIVOS DUALES

La cepa silvestre y las cepas mutantes de T. harzianum se enfrentaron a F.
oxysporum f. sp. lycopersici, R. solani, P. ultimum y B. cinerea, en placas de PDA.
Cilindros de agar de 5 mm procedentes de colonias en crecimiento activo de T.
harzianum y el patégeno se colocaron en las placas con 5,5 cm de separacion y se
incubaron a 28°C. El comportamiento de cada una de las cepas de Trichoderma frente
a los patdgenos se observé hasta que dichas cepas rodearon por completo o
sobrecrecieron la colonia del patégeno. Cada uno de los enfrentamientos se llevd a
cabo por triplicado.

12. MEDIDA DE NITROGENO Y CARBONO EN PLANTAS DE TOMATE

Para evaluar el efecto de los transformantes de Trichoderma que expresan el
gen amdS de A. nidulans en el estatus nutricional de plantas de tomate, se determind
la cantidad de nitrégeno y carbono presentes en la parte aérea de las mismas. La
concentracion de carbono total y nitrégeno se realizd mediante un analizador
elemental. Estos analisis fueron llevados a cabo por el Servicio de lonémica del CEBAS-
CSIC (Murcia).

Semillas de tomate, previamente esterilizadas, se recubrieron con una
suspension acuosa de esporas de Trichoderma y se colocaron en macetas que
contenian suelo arcilloso comercial (apartado 4.1.2.3.). Después de 3 semanas, se
recogio la parte aérea de la planta tomando aleatoriamente 5 grupos de 5 plantas por
condicion. Cada grupo se considerd como una muestra aleatoria. El tejido vegetal se
secd a 65°C durante 2 dias, se paso y se pulverizd con ayuda de un molinillo y se envio
a analizar su contenido en nitrégeno y carbono (0,5 g por muestra).

13. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICA Y SOFTWARES UTILIZADOS

13.1. BUSQUEDA DE SECUENCIAS SIMILARES EN BASES DE DATOS

La busqueda de homologia de secuencias de interés con otras depositadas en
bases de datos se realizé utilizando el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search
Tools). Este algoritmo constituye una coleccién de diferentes programas que permiten
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distintas combinaciones entre acidos nucleicos y proteinas, sean estos las secuencias
problema o las bases de datos de secuencias. Lleva a cabo alineamientos de tipo local
entre una secuencia desconocida y una base de datos. Las mayores ventajas de BLAST
son su gran velocidad y la evaluacidon estadistica que realiza de los resultados. El
pardmetro estadistico correspondiente al valor E se calcula en funciéon de que un
alineamiento ocurra por azar. Por ejemplo, si tenemos un valor E igual a 0, significa
que la probabilidad de que ese alineamiento haya ocurrido por azar es 0.

Las comparaciones de secuencias usando las diferentes variantes del algoritmo
BLAST (BLASTN, BLASTX, BLASTP) se llevaron a cabo en la pagina web del NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

La busqueda de homologia de las secuencias de las sondas expresadas
diferencialmente en los microarrays de tomate se realizé a través de la base de datos
“Tomato Functional Genomics” en la pagina web http://ted.bti.cornell.edu/cgi-
bin/TFGD/array/probe annotation.cgi.

13.2. VISUALIZACION DE CROMATOGRAMAS

El programa Chromas (http://www.technelysium.com.au/chromasl4x.html)
permitid el manejo de cromatogramas y la exportacion de secuencias génicas a
distintos formatos.

13.3. ANALISIS ESTADISTICOS

13.3.1. DATOS OBTENIDOS EN MICROARRAYS

En los experimentos de microarrays se utilizdé un juego de sondas para medir
los niveles de expresidn de un uUnico gen. Para el calculo de la sefial de expresién por
juego de sonda en cada uno de los microarrays se utilizé el algoritmo RMA (Robust
Microarray Analysis) (Irizarry y col., 2003) que incluye tres pasos: correccion del
background (ruido de fondo), normalizacidén por cuantiles y calculo sumarizado de la
sefial por juego de sonda.

Para identificar los juegos de sondas que mostraron diferencias significativas en
el nivel de expresién entre los distintos microarrays se utilizé el algoritmo SAM (Tusher
y col., 2001), utilizando un umbral FDR (False Discovery Rate) (Benjamini y Hochberg,
1995) de 0,25 0 0,10 en el caso de los microarrays de Trichodema y de 0,10 en el caso
de los de tomate. El analisis se realizé utilizando el software R del programa Gene
Spring GX. Los transcritos que mostraron una expresion diferencial significativa entre
los distintos microarrays se anotaron en términos GO (Gene Ontology) (Ashburner y
col., 2000).
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13.3.2.DATOS OBTENIDOS EN OTROS ENSAYOS

Los datos obtenidos en los diferentes ensayos se sometieron a un analisis de
varianza para comprobar si las diferencias observadas eran estadisticamente
significativas. Para ello se aplico el test de Fisher o el test de Duncan del programa IBM
SPSS Statistics version 19.0 para Windows (SPSS).

13.4. HERRAMIENTAS DE EDICION
En esta memoria se usaron los siguientes programas de edicion especificos de
biologia molecular o manejo de bibliografia:

-EditSeq, que forma parte del paquete informatico Lasergene (DNASTAR Inc.,
Madison, EE.UU.).

-Para el estudio tedrico previo de oligonucledtidos y reacciones de PCR se
utilizé la aplicacién Primer Select (Lasergene, DNASTAR Inc.).

- pDRAW (www.acaclone.com). Se utilizd para dibujar y editar pldsmidos a
partir de su secuencia.

- Endnote (Thompson ISI Research Soft, www.endnote.com). Se utilizé para la
gestién y edicion de la bibliografia.

14. CASAS COMERCIALES

o Affymetrix: Affymetrix, Santa Clara, California, EE.UU. (www.affymetrix.com).

e Agilent Technologies: Santa Clara, California, EE.UU. (www.agilent.com).

e Amersham: Amersham Biosciences AB, Uppsala, Suecia
(www.amershambiosciences.com).

o Applied Biosystems: Foster City, California, EE.UU.
(www.appliedbiosystems.com).

e Biotools: Biotools By M Labs, Madrid, Espaiia (www.biotools.net).

e Duchefa: Duchefa Biochemie BV, Haarlem, Holanda (www.duchefa.com).

e Eppendorf: Eppendorf, Hamburgo, Alemania (www.eppendorf.com).

e Fermentas: Fermentas Life Science, Burlington, Ontario, Canad3
(www.fermentas.com).

e Fujifilm: Fuji Photo Film Europa, Disseldof, Alemania (www.fujifilm.es).

e Invitrogen: Invitrogen, Groningen, Holanda (www.invitrogen.com).

e Isogen: Isogen Life Science, Maarssen, Holanda (www.isogen-lifescience.com).

e Macherey-Nagel: Macherey-Nagel GmbH & CokG, Diiren, Alemania (www.mn-
net.com).

e Maissa: Sefar Maissa, SAU, Barcelona, Espana (www.sefar.com).
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Merck: Merck K GaA, Darmstadt, Alemania (www.merck.com).

Promega: Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU. (www.promega.com).

QBio Gene: QBio Gene, Montreal, Quebec, Canada (www.gbiogene.com).
Qiagen: Qiagen GmbH, Hilden, Alemania (www.giagen.com).

Roche: Roche Applied Science, Basilea, Suiza (www.roche.com).

Sigma: Sigma-Aldrich Co., San Luis, Missouri, EE.UU. (www.sigma-aldrich.com).
Stratagene: Stratagene, La Jolla, California, EE.UU. (www.stratagene.com).
Takara: TakaraBio Inc., Otsu, Shiga, Japén (www.takara-bio.com).

Whatman: Whatman Laboratory Products Inc. Clifton, New Jersey, EE.UU.
(www.whatman.com).
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Resultados Capitulo 1

1. EFECTO DE DIFERENTES CEPAS DE Trichoderma EN EL CRECIMIENTO Y
DESARROLLO DE PLANTAS DE TOMATE

Para evaluar el efecto de 10 cepas diferentes de Trichoderma (todas las cepas
recogidas en la Tabla 1 de Materiales y Métodos, a excepcidn de T. parareesei T6) sobre
el desarrollo de plantas de tomate, se realizd un ensayo de interaccién in vitro, tal y
como se describe en el apartado 4.1.2.2 de Materiales y Métodos.

Este ensayo in vitro mostré que la inoculacién de las distintas cepas de
Trichoderma afectaba a la arquitectura del sistema radical de las plantulas de tomate,
observandose tanto efectos positivos como negativos, dependiendo de la cepa
inoculada. Los efectos mds evidentes se observaron en el caso de las cepas T. hamatum
T7 (T7), T. harzianum T34 (T34) y T. virens T87 (T87), que se seleccionaron para estudios
posteriores. Las cepas T7 y T34 mostraron los mayores efectos beneficiosos en cuanto a
elongacion radical y desarrollo de raices secundarias, mientras que T87 mostré efectos
perjudiciales para las raices y, ademas, las plantas presentaron una menor darea foliar y
un menor numero de hojas verdaderas que las plantas control en tres experimentos
independientes (Figura 6).

Figura 6. Efecto de las tres cepas de Trichoderma seleccionadas en plantulas de tomate. Plantulas de
tomate germinadas y crecidas durante 3 dias en medio MS, suplementado con sacarosa al 1%, agar al
0,8%, pH 5,7, se inocularon con: (A) agua, (B) T. hamatum T7, (C) T. harzianum T34 o (D) T. virens T87.
Las fotografias se tomaron 4 dias después de la inoculacién con 1 x 10° esporas de Trichoderma o con
agua en el caso de las placas control.
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Posteriormente, se realizd6 un ensayo de interaccidn in vivo sembrando semillas
de tomate recubiertas con esporas de las cepas T7, T34 y T87 en macetas conteniendo
suelo comercial, tal y como se describe en el apartado 4.1.2.3 de Materiales y Métodos.

Al cabo de 4 semanas se evalud el efecto de estas tres cepas de Trichoderma en
el crecimiento de las plantas de tomate, y se pudo observar una reduccién significativa
de la longitud del tallo y de la raiz de las plantas en su interaccidon con T87, mientras que
el crecimiento se vio practicamente inafectado por las cepas T7 y T34 (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de las cepas T7, T34 y T87 de Trichoderma en el crecimiento de plantas de
tomate. Las longitudes de raices y tallos corresponden a plantas de 4 semanas sin tratar (control), o
tratadas con las cepas T7, T34 o T87. Cada valor es la media de 24 medidas + su desviacidon estandar. Los
valores con las mismas letras dentro de una misma columna no mostraron diferencias significativas
entre si (P < 0,05) segun el test de Fisher.

Cepa Longitud de raiz (cm) Longitud del tallo (cm)
Control 10,19 + 2,72° 8,73 +2,05°
T7 9,70 +2,15*" 9,79 +1,93°
T34 11,43 + 1,48° 9,07 + 1,08°
T87 8,06+2,11° 6,99 + 1,84°

2. GENES DE Trichoderma EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE EN RESPUESTA A
PLANTAS DE TOMATE

Con objeto de estudiar el efecto de la presencia de plantas de tomate en la
expresidn génica global de las tres cepas de Trichoderma, seleccionadas en base al
ensayo in vitro descrito en el apartado 1, se hibridaron microarrays HDO de Trichoderma
de disefio propio. En dicho disefio se incluyeron 12.662 secuencias Unicas de
Trichoderma, obtenidas a partir de transcritos derivados de ESTs, 9.129 genes de T.
reesei QM6a y 11.643 genes de T. virens T87, tal y como se describe en el apartado 8.2.1
de Materiales y Métodos, y NimbleGen (Roche) fue la casa comercial encargada de la
construccion de los mismos. Estos microarrays se hibridaron con ADNc de T7, T34y T87
obtenidos de cultivos de cada una de estas cepas en presencia y ausencia de plantas de
tomate (seis condiciones diferentes).

Para obtener las muestras de ADNc de Trichoderma, se recogié el micelio de cada
una de las cepas tras 20 horas de interaccion con plantas de tomate de 2 semanas en
cultivo hidropodnico, tal y como se describe en el apartado 4.1.2.4 de Materiales y
Métodos. En la Figura 7 se muestra el disefio experimental utilizado para la obtencién
de dichos micelios en interaccién con la planta. Como controles se utilizaron micelios de
las cepas de Trichoderma obtenidos de forma similar pero en ausencia de plantas de
tomate. Se utilizaron tres réplicas bioldgicas por cada condicion. Los micelios obtenidos
para cada réplica y condicidon se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido, se
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liofilizaron y se usaron para realizar la extraccién de ARN total siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 6.2.1 de Materiales y Métodos.
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Figura 7. Caja Phytatray® en la que se llevd a cabo la interaccion Trichoderma-tomate, para un analisis
posterior de expresion génica mediante microarrays.

Una vez obtenido el ARN total de cada una de las réplicas para cada condicién,
éste se purificd y se envié a la casa comercial NimbleGen (Roche) donde se realizé el
analisis del ARN, la obtencién del ADNc, el marcaje de las sondas y su posterior
hibridacién con los microarrays de Trichoderma, como se describe en los apartados
7.5.2, 71, 7.2.2.2.1, 83.2 y 8.4.2.2 de Materiales y Métodos, respectivamente. El
tratamiento estadistico de los datos se realizé de la forma descrita en el apartado 13.3.1
de Materiales y Métodos.

2.1. ANALISIS GENERAL DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Los perfiles de expresién, obtenidos tras el analisis de los microarrays, de las tres
cepas de Trichoderma en respuesta a la presencia de plantas de tomate en el medio de
cultivo en comparacion con el medio basal sin planta, fueron similares para las tres
réplicas bioldgicas realizadas, tal y como se puede observar en el mapa caliente
representado en la Figura 8.
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Figura 8. Mapa caliente que representa los perfiles de expresion de Trichoderma spp. obtenidos
mediante analisis de microarrays. Los juegos de sondas que mostraron cambios significativos de
expresion (valor P <0,05) de al menos dos veces (FC 2 2) en T. hamatum T7, T. harzianum T34 y T. virens
T87 en respuesta a la presencia de plantas de tomate en el medio de cultivo (T7-P, T34-P y T87-P) en
comparacion con el medio basal solo (T7, T34 y T87) se seleccionaron para establecer un agrupamiento
jerarquico. Se utilizaron tres réplicas bioldgicas (1, 2 y 3) procedentes de tres cultivos diferentes para
cada condicién experimental. Los juegos de sondas infrarregulados aparecen marcados en verde y los
sobrerregulados en rojo.

De un total de 34.138 juegos de sondas depositados en los microarrays de
Trichoderma, 1.077 (3,15%) presentaron cambios significativos, de al menos dos veces
su expresion (Fold Change: FC>2 y FDR: 0,25) en T7, T34 y/o T87 en respuesta a la
presencia de plantas de tomate con respecto a los controles sin planta.

En la Figura 9 se muestra la distribucion de esos 1.077 juegos de sondas
expresados diferencialmente mediante un diagrama de Venn. La mayoria (1023)
presentaron cambios de expresidon en una sola cepa en interaccion con la planta,
correspondiendo 593, 336 y 94 juegos de sondas a las cepas T34, T87 y T7,
respectivamente.
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Figura 9. Diagrama de Venn que muestra el nimero de juegos de sondas de los microarrays de
Trichoderma que presentaron cambios significativos de expresion en T7, T34 y/o T87 en respuesta a la
presencia de plantas de tomate en el medio de cultivo en comparacién con el medio basal sin planta.

Los 54 juegos de sondas que mostraron diferencias significativas de expresion en,
al menos, dos de las cepas de Trichoderma en su interaccién con plantas de tomate,
aparecen recogidas en la Tabla 5, pudiéndose observar que el metabolismo de los
carbohidratos y el transporte fueron los procesos biolégicos comuinmente mas
sobrerrepresentados.

Unicamente seis juegos de sondas se expresaron diferencialmente en las tres
cepas (Tabla 5). Se pudo observar un aumento en la expresion de genes que codifican las
proteinas N-acetilglucosamina-6-fosfato (GINNAc-6P) deacetilasa y glucosamina-6-
fosfato (GIn-6P) desaminasa, relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y la
biosintesis de pared celular. También se observé un aumento de expresion de un gen
gue codifica una coenzima A-transferasa, proteina relacionada con el metabolismo
lipidico, en la interaccién de T34 y T87 con la planta, mientras que dicha expresién
disminuyé en la cepa T7.

A pesar de los efectos beneficiosos similares que ejercieron T7 y T34 en las
plantulas de tomate en los ensayos in vitro descritos en el apartado 1, solamente siete
juegos de sondas se expresaron diferencialmente en ambas cepas en interaccién con la
planta (Tabla 5). La mayor parte de ellos correspondieron a genes que codifican
proteinas hipotéticas o genes que no presentan homologia con las secuencias
depositadas en las bases de datos. Los otros juegos de sondas correspondieron a genes
gue codifican una proteina ribosdmica 40S, relacionada con la traduccidn, y una proteina
tumoral controlada traduccionalmente (TCTP), también llamada fortilina o P23, que es
una proteina con actividad chaperona relacionada con la proliferacién mitética durante
los estadios tempranos de la diferenciacion celular (Felts y Toft, 2003).

El mayor nimero de juegos de sondas comunmente alterados entre parejas de
cepas se observo entre T34 y T87, en las que el metabolismo redox y el transporte
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fueron los procesos mejor representados (Tabla 5). Sin embargo, Unicamente 6 juegos
de sondas se expresaron diferencialmente en comun en las cepas T7 y T87 en su
interaccidon con la planta, correspondiendo en su mayoria a genes relacionados con el
metabolismo de carbohidratos.

Tabla 5. Resumen de los 54 juegos de sondas que mostraron diferencias significativas (FC>2 y
FDR: 0,25) de expresion en, al menos, dos de las condiciones de cultivo consideradas: T7, T34 y T87 en
respuesta a la presencia de plantas de tomate en el medio de cultivo en comparacion con el medio basal
sin planta. La descripcidn de estos juegos de sondas se basé en su homologia con secuencias presentes
en la base de datos UNIPROT empleando el algoritmo BLAST, considerando un valor E<10”,

Rk (NP O|Rr|R|N

TCTP, Proteina tumoral controlada traduccionalmente.

2.2. IDENTIFICACION DE LOS GENES DE T. hamatum T7 EXPRESADOS
DIFERENCIALMENTE EN INTERACCION CON PLANTAS DE TOMATE

Un total de 113 juegos de sondas mostraron cambios estadisticamente
significativos (FC>2 y FDR: 0,25) en su expresién en la interaccion de T. hamatum T7 con
plantas de tomate (Figura 9): 90 de ellos (79,6%) aumentaron su expresion
(sobrerregulados) y 23 (20,4%) la disminuyeron (infrarregulados) (Tabla 6). El 68% de los
juegos de sondas sobrerregulados y el 74% de los infrarregulados se debieron a la
hibridacién con secuencias Unicas derivadas de ESTs de 12 cepas de Trichoderma
depositadas en los microarrays (Tabla 6).
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Tabla 6. Resumen del numero y porcentaje de juegos de sondas en los microarrays HDO de
Trichoderma que mostraron cambios significativos en el nivel de expresion en T. hamatum T7 en respuesta
a la presencia de plantas de tomate.

Juegos de sondas Juegos de sondas
con expresion aumentada con expresion reducida
(sobrerregulados) (infrarregulados)
61 (67,8%) spp. 17 (74,0 %) spp.
90 (79,6%) 7 (7,8%) T. reesei 23 (20,04%) 3(13,0%) T. reesei
22 (24,4 %) T. virens 3 (13,0%) T. virens

Se asignaron categorias GO a 59 de esos 113 juegos de sondas, y estos 59 se
agruparon en seis grandes categorias GO significativamente sobrerrepresentadas en
T7 en presencia de plantas de tomate. Ya que varios términos GO se solapan,
finalmente se identificaron 14 juegos de sondas diferentes sobrerrepresentados que se
agruparon en dos procesos fisiolégicos: metabolismo de carbohidratos y transporte
(Tabla 7).

Tabla 7. Resumen de los procesos fisiologicos significativamente sobrerrepresentados en T.
hamatum T7 en respuesta a la presencia de plantas de tomate en el medio de cultivo en comparacion
con el medio basal sin planta. Estos procesos fisiologicos agruparon los 14 juegos de sondas
identificados dentro de 6 categorias GO significativamente sobrerrepresentadas (valor P corregido <
0,05) en T7 en presencia de plantas de tomate, tras un analisis usando el programa Gene Spring GX.

.. Juegos de Juegos de
Proceso Descripcidn juegos de
. s s - sondas sondas
fisiologico sondas .
sobrerregulados infrarregulados
GInNACc-6P deacetilasa 2
Metabolismo de Quitinasa 4 1
carbohidratos GIn-6P desaminasa 4
Hexoquinasa 1
Transporte Transportadores MFS 2

Respecto al metabolismo de carbohidratos, genes que codifican las proteinas
GInNAc-6P deacetilasa y GIn-6P desaminasa aumentaron su expresion en la interaccién
de T7 con la planta. También se observd un aumento en la expresién de un gen que
codifica una proteina con actividad hexoquinasa. Ademas, T7 fue la cepa que presentd
un gran numero de juegos de sondas expresados diferencialmente relacionados con
quitinasas en interaccién con la planta, viéndose aumentada la expresion de genes
homodlogos a las quitinasas G1, 18-13 y 18-17 (pertenecientes a la clase Il de la familia
18 de las glicosil hidrolasas), y reducida la expresién del gen que codifica la quitinasa
VIR1 (perteneciente a la clase V de la misma familia).
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Respecto al transporte, se aprecié una disminucion de la expresién de genes
transportadores de sustratos generales (transportadores MFS, Major Facilitator
Superfamily).

2.3. IDENTIFICACION DE LOS GENES DE T. harzianum T34 EXPRESADOS
DIFERENCIALMENTE EN INTERACCION CON PLANTAS DE TOMATE

Un total de 641 juegos de sondas mostraron cambios estadisticamente
significativos (FC=2 y FDR: 0,25) en su expresion en la interaccién de T. harzianum T34
con plantas de tomate (Figura 9): 519 de ellos (81,0%) aumentaron su expresion
(sobrerregulados) y 122 (19,0%) la disminuyeron (infrarregulados) (Tabla 8). El 65% de
los juegos de sondas sobrerregulados y el 50% de los infrarregulados se debieron a la
hibridacién con secuencias Unicas derivadas de ESTs de 12 cepas de Trichoderma
depositadas en los microarrays (Tabla 8).

Tabla 8. Resumen del nimero y porcentaje de juegos de sondas en los microarrays HDO de
Trichoderma que mostraron cambios significativos en el nivel de expresion en T. harzianum T34 en
respuesta a la presencia de plantas de tomate.

Juegos de sondas con Juegos de sondas con
expresion aumentada expresion reducida
(sobrerregulados) (infrarregulados)
336 (64,7%) spp. 61 (50,0%) spp.
519 (81,0%) 19 (3,7%) T. reesei 122 (19,0%) 29 (23,8%) T. reesei
164 (31,6%) T. virens 32 (26,2%) T. virens

Se asignaron categorias GO a 325 de esos 641 juegos de sondas. Un analisis
posterior revel6 que 235 categorias GO estaban significativamente
sobrerrepresentadas en T34 en presencia de plantas de tomate respecto a la cepa sin
planta. Finalmente se identificaron 186 juegos diferentes de sondas
sobrerrepresentados que se agruparon en varios procesos fisiolégicos, siendo el
transporte y el metabolismo de carbohidratos los procesos mas afectados (Tabla 9).

Tabla 9. Procesos fisioldgicos significativamente sobrerrepresentados en T. harzianum T34 en
respuesta a la presencia de plantas de tomate en el medio de cultivo en comparacién con el medio
basal sin planta. Estos procesos fisioldgicos agruparon los 186 juegos de sondas identificados dentro de
235 categorias GO significativamente sobrerrepresentadas (valor P corregido < 0,05) en T34 en
presencia de plantas de tomate, tras un analisis usando el programa Gene Spring GX.

Juegos de Juegos de
Proceso Descripcion juegos de sondas sondas
fisiologico sondas sobrerregulados infrarregulados
Metabolismo de GInNACc-6P deacetilasa 2
carbohidratos Celobiohidrolasa 2
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Quitinasa 1
Cutinasa 2
Precursor de endoquitinasas de 1
clase V
B-Galactosidasa 1
B-Glucanasa 1
GIn-6P desaminasa 3
B-Glucosidasa 2
Gliceraldehido-3-fosfato 4
deshidrogenasa
Glicerol-3-fosfato 3
deshidrogenasa
Glicerol quinasa 1
Hexoquinasa 1
Isocitrato deshidrogenasa 5
Oxidorreductasa 1
Fosfoenolpiruvato sintetasa 3
Fosfoglucomutasa 3
Deshidrogenasa/reductasa de
cadena corta y alcohol 11 1
deshidrogenasa
Transaldolasa 1
Xilanasa 3
Xilosidasa 1
Acetil-CoA acetiltransferasa 2
B-cetoacil sintetasa 3
3-cetoacil-ACP (proteina
transportadora de acilos) 2
reductasa
Lacasa 2
Acido lipoico sintetasa 1
Transaminasa de aminodacidos
. 3
de cadena ramificada
Glucosa-metanol-colina 5
oxidorreductasa
Glutamina sintetasa 1
Glicina deshidrogenasa 1
Transcetolasa 2
4-aminobutirato transaminasa/
succinato-semialdehido 9
deshidrogenasa
Isocitrato liasa 1
Enzima malica dependiente de 1
NADP
ATPasas 4
Alantoinasa 1
Helicasa de ARN dependiente 1
de ATP
3-metil-2-oxobutanoato
. . . 1
hidroximetiltransferasa
Aminoacidos 18
Cationes 1
Factor de elongacidon 3 1
Exostosina-2 1
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Flavoproteina 1
Transportadores MFS 24 3
Transportador ABC de maltosa 1
lones metalicos 5
Proteinas transportadoras 7
mitocondriales
Canal idnico mecanosensible 1
Proteina de exportacion nuclear
Noc3 1
Transporte nuclear (proteina de 1
unién a GTP nucleolar)
Acidos nucleicos y nucleétidos 1
Oligopéptidos 2
Sulfito reductasa
Familia de intercambiadores
. S 1
sodio/hidrégeno
Proteina tipo tiorredoxina 1
Comunicacion celular Hidrofobina 1 3
. 5-aminolevulinato sintetasa 1
Detoxificacion - -
Citocromo P450 monooxigenasa 1
Proteinasa aspartica 1
Proteina de biosintesis de 1
Modificacion diftamida
Postraduccional Nitrilasa/cianida hidratasa 2
Serin-proteasa tipo subtilisina 1
Tiorredoxina | 1
Activador transcripcional PIR121 3
Regulacion Regulador de la ruta de 1
sefializacion de proteinas G
Aspartil-ARNt sintetasa 1
Proteina de choque térmico de
70 KDa/Factor de intercambio 2
L. de nucleétidos
Trascrlpu.czn y Proteina de unién a
traduccion . . 1
poliadenilato
ARNr 2’-O-metiltransferasa
fibrilarina 1
Ubiquitina 1

La relevancia de los procesos de transporte en la interaccién de T34 con plantas
de tomate quedd de manifiesto con la sobrerregulaciéon de 67 juegos de sondas,
dentro de los que se incluyeron 24 relacionados con proteinas transportadoras MFS,
18 con transportadores de aminodcidos, siete con proteinas transportadoras
mitocondriales y uno con un transportador ABC de maltosa.

Esta cepa en interaccién con plantas de tomate también mostré un aumento de
expresion de un gran nimero de genes que codifican enzimas relacionadas con el
metabolismo de carbohidratos e implicadas en el apoyo nutricional del hongo (B-
galactosidasa, celobiohidrolasa, endo-1,4-B-glucanasa, xilanasa, etc.) y en funciones
celulares basicas (glicerol-3-fosfato  deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa,
fosfoenolpiruvato sintetasa, etc.). También se pudo observar un aumento de expresion
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de juegos de sondas relacionados con cutinasas, enzimas que catalizan la hidrélisis de la
cutina, componente mayoritario de la cuticula de las plantas (Heinen, 1960; Purdy y
Kolattukudy, 1973) y que podrian estar implicadas en la adquisiciéon de carbono para el
crecimiento saprofitico (Koller y Parker, 1989).

En cuanto al metabolismo de lipidos y acidos grasos, se observé un aumento de
la expresion de genes relacionados con su biosintesis como los que codifican una acetil-
CoA acetiltransferasa, una 4acido lipoico sintetasa y una 3-cetoacil-ACP (proteina
transportadora de acilos) reductasa, mientras que la expresion de al menos un gen que
codifica una B-cetoacil sintetasa se vio reducida. También se pudo observar una
disminucion en la expresion de genes que codifican lacasas, enzimas con actividad
polifenoloxidasa relacionadas con la sintesis de pigmentos en los conidios, la induccién
de cuerpos fructiferos y las interacciones patogénicas con las plantas (Holker y col.,
2002; Kiiskinen y col., 2004).

En relacidon al metabolismo de acidos carboxilicos, se observd un aumento de la
expresion de genes que codifican las enzimas succinato-semialdehido deshidrogenasa y
la 4-aminobutirato transaminasa, ambas implicadas en el metabolismo del acido y-
aminobutirico (GABA). EI GABA se convierte en semialdehido-succinico y éste ultimo en
succinato mediante dos reacciones catalizadas por estas dos enzimas mitocondriales.

En la interaccién de esta cepa con plantas de tomate también se observd un
aumento de la expresion de genes relacionados con el metabolismo de aminodcidos,
nucledtidos, obtencién de energia y vitaminas, asi como de varios genes implicados en
detoxificacion, regulacidn, transcripcion, traduccidn y procesos postraduccionales.

Los datos de los microarrays también mostraron una disminucion de la expresion
de tres genes relacionados con hidrofobinas, mientras que sélo uno presentd un
aumento de la misma. Las hidrofobinas son proteinas pequefias localizadas en las
superficies externas de las paredes celulares de hifas y conidios, y median las
interacciones entre el hongo y el medio ambiente (Seidl-Seiboth y col., 2011). Ademas,
algunas hidrofobinas de Trichoderma participan en el desarrollo de las hifas y en la
conidiacién (Askolin y col., 2005; Mendoza-Mendoza y col., 2007; Mufioz y col., 1997),
asi como en la colonizacién de las raices (Viterbo y Chet, 2006).

2.4. IDENTIFICACION DE LOS GENES DE T. virens T87 EXPRESADOS
DIFERENCIALMENTE EN INTERACCION CON PLANTAS DE TOMATE

Un total de 383 juegos de sondas mostraron cambios estadisticamente
significativos (FC>2 y FDR: 0,25) en su expresion en la interaccion de T. virens T87 con
plantas de tomate (Figura 9): 205 de ellos (53,5%) aumentaron su expresion
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(sobrerregulados) y 178 (46,5%) la disminuyeron (infrarregulados) (Tabla 10). El 65% de
los juegos de sondas sobrerregulados procedieron del genoma de T. virens, mientras que
el 85% de los infrarregulados se debieron a la hibridacion con secuencias Unicas
derivadas de ESTs de 12 cepas de Trichoderma depositadas en los microarrays (Tabla
10).

Tabla 10. Resumen del nimero y porcentaje de juegos de sondas en los microarrays HDO de
Trichoderma que mostraron cambios significativos en el nivel de expresion en T. virens T87 en respuesta
a la presencia de plantas de tomate.

Juegos de sondas Juegos de sondas
con expresion aumentada con expresion reducida
(sobrerregulados) (infrarregulados)
57 (27,8%) spp. 152 (85,4%) spp.
205 (53,5%) 15 (7,3%) T. reesei 178 (46,5%) 8 (4,5%) T. reesei
133 (64,9%) T. virens 18 (10,1%) T. virens

Se asignaron categorias GO a 173 de esos 383 juegos de sondas expresados
diferencialmente. Un andlisis posterior reveld que 58 categorias GO estaban
significativamente sobrerrepresentadas en T87 en presencia de plantas de tomate
respecto a la ausencia de planta. Finalmente se identificaron 67 diferentes juegos de
sondas y, basdandose en grupos similares de juegos de sondas, las 58 categorias GO
sobrerrepresentadas se redujeron a seis procesos fisioldgicos. La mayor proporcién de
juegos de sondas sobrerrepresentados correspondid a genes que codifican proteinas
implicadas en el metabolismo de carbohidratos y en los procesos de comunicacion
celular (Tabla 11).

Tabla 11. Resumen de los procesos fisioldgicos significativamente sobrerrepresentados en T.
virens T87 en respuesta a la presencia de plantas de tomate en el medio de cultivo en comparacion con
el medio basal sin planta. Estos procesos fisioldgicos agruparon los 67 juegos de sondas identificados
dentro de 58 categorias GO significativamente sobrerrepresentadas (valor P corregido < 0,05) en T87 en
presencia de plantas de tomate, tras un analisis usando el programa Gene Spring GX.

s . . Juegos de
Proceso Descripcidon juegos de uee Juegos de sondas
sondas

fisiolégico sondas infrarregulados
sobrerregulados

(9]

GInNAc-6P deacetilasa
Celobiohidrolasa
Quitinasa
Cutinasa
a-Galactosidasa
B-Galactosidasa
Endoglucanasa
GIn-6P desaminasa
B-Glucosidasa
Glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa
Oxidorreductasa (D-lactato
deshidrogenasa)

Metabolismo de
carbohidratos

RPIWRIRPIPIWININ
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[EEN
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Xilanasa 1
Metabolismo de Carbonil reductasa
lipidos y acidos 6
grasos
Metabolismo de Glutamina sintetasa 1
aminodacidos
Aminoacidos 2
T Cationes 1 1
ransporte Transportadores MFS 1
Fosfato 4
Unién Miosina | (.L—aminoécido 3
oxidasa)
Comunicacion Hidrofobina 24
celular

La relevancia del metabolismo de carbohidratos en la interaccion de T87 con
plantas de tomate quedd de manifiesto con el aumento de expresién de genes que
codifican enzimas con actividad GInNAc-6P deacetilasa, GIn-6P desaminasa, quitinasa,
B-glucosidasa, xilanasa, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y cutinasa.

Una de las caracteristicas mds importantes de la interaccién T87-tomate fue el
gran numero de juegos de sondas relacionados con hidrofobinas que presentaron
reducida su expresion.

Varios genes implicados en el metabolismo lipidico y en el transporte de fosfato,
aminodcidos y sustratos generales mostraron una mayor expresion. Por otro lado, se
pudo observar una expresion reducida de dos genes que codifican enzimas implicadas en
el crecimiento del hongo: una glutamina sintetasa, importante en la asimilacién de
amonio y en la regulacion del metabolismo del nitrégeno, y una D-lactato
deshidrogenasa, oxidorreductasa que modula el flujo de piruvato cuando la glucosa es
necesaria.

También se vieron infrarregulados genes homodlogos a proteinas de unién a
miosina |, que juegan un papel importante en el movimiento de las organelas (Lee y col.,
2000). Los tres juegos de sondas que se agruparon dentro de la categoria GO de unién a
miosina | presentaron homologia con genes que codifican una L-aminoacido oxidasa,
oxidoreductasa que cataliza la desaminacidon oxidativa de L-aminodcidos, cuando se
compard su secuencia con las secuencias depositadas en bases de datos.

2.5. CONFIRMACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE Real Time PCR

Con objeto de confirmar los resultados obtenidos en los microarrays, se realizd
un analisis de la expresidon, mediante Real Time PCR, de algunos genes seleccionados. Las
cepas T. hamatum T7, T. harzianum T34 y T. virens T87 se cultivaron, durante 20 horas,
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en presencia y ausencia de plantas de tomate, tal y como se describe en el apartado
4.1.2.4 de Materiales y Métodos.

El ARN total, obtenido con el método del TRIZOL® (apartado 6.2.1 de Materiales y
Métodos) se retrotranscribié utilizando oligo dT, tal y como se indica en el apartado
7.2.2.2.2 de Materiales y Métodos. El ADNc asi generado se empleé como molde en las
diferentes reacciones de PCR. Se utilizaron los oligonucleétidos gbpd-fw y gbpd-rev, para
el gen g6pd, que codifica una GIn-6P desaminasa; virl-fw y virl-rev, para el gen virl, que
codifica una endoquitinasa; gab-fw y gab-rev, para el gen gab, que codifica una 4-
aminobutirato transaminasa; cut-fw y cut-rev, para el gen cut, que codifica una cutinasa;
cbhl-fw y cbhl-rev , para el gen cbhl, que codifica una celobiohidrolasa I; y hfbll-fw vy
hfbll-rev, para el gen hfbll, que codifica una hidrofobina Il. Como control interno se
utilizé el gen que codifica la B-tubulina, usando los oligonucleétidos tub-fw y tub-rev. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 10.
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Figura 10. Analisis de la expresion relativa de genes seleccionados mediante Real Time PCR. Las cepas T.
hamatum T7, T. harzianum T34 y T. virens T87 se cultivaron en un medio basal en presencia o ausencia
de plantas de tomate, tal y como se describe en Materiales y Métodos. Como control interno se utilizo el
gen de la B-tubulina. Como condiciéon basal se utilizé el nivel de expresion detectado para cada uno de
los genes en la cepa de Trichoderma correspondiente en ausencia de plantas de tomate. Se tomé como
valor de la condicién basal 2**“ =1. Abreviaturas de los genes: g6pd, GIn-6P desaminasa
(XP_001657190); virl, endoquitinasa VIR1 (BAB40593); gab, 4-aminobutirato transaminasa (EFQ31201);
cut, cutinasa (ADQ27862); cbhl, celobiohidrolasa | (ACF93800); y hfbll, hidrofobina Il (ABS59374).

El gen gbpd aumento su expresidon en las tres interacciones Trichoderma-tomate.
También se observé un aumento de expresion del gen que codifica la 4-aminobutirato
transaminasa en la interaccion T34-tomate, y de los genes cut y cbhl en la interaccion de
T87 con la planta; mientras que disminuyd la expresidn del gen que codifica la quitinasa
VIR1 en la interaccién T7-tomate y del gen hfbll en |la interaccion de T87 con la planta en
comparacion con sus controles (Figura 10). Todos estos resultados estan de acuerdo con
los datos obtenidos en los microarrays.
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Algunas especies del género Trichoderma se han utilizado como agentes de
biocontrol debido a su capacidad para suprimir enfermedades de plantas causadas por
hongos fitopatdégenos (Howell, 2003). El antagonismo de Trichoderma se ha
relacionado con mecanismos de accién como la produccién de antibidticos (Vinale y
col.,, 2006) y/o enzimas hidroliticas (Benitez y col., 2004) y la competicion por los
nutrientes (Elad, 2000). Ademads, estos hongos también son capaces de interaccionar
con las plantas, induciendo resistencia a estreses bidticos y abidticos, y promoviendo el
crecimiento de las mismas (Shoresh y col., 2010).

Se han utilizado diferentes estrategias basadas en las “émicas” para entender la
base bioldgica de los mecanismos de actuacion de Trichoderma (Lorito y col., 2010).
Algunos autores han estudiado como responden las plantas ante la presencia de una
cepa de Trichoderma que coloniza la raiz (Alfano y col., 2007; Brotman vy col., 2013),
pero esta asociacién ha sido menos estudiada desde el punto de vista del hongo. Se
han usado macroarrays para estudiar la expresiéon de genes de cuatro especies de
Trichoderma durante su interaccién con plantulas de cacao (Bailey y col., 2006), y de T.
harzianum durante la colonizacién temprana de raices de tomate (Chacén y col.,
2007), pero en estos trabajos el nimero de genes analizados fue bastante bajo. En un
estudio mas reciente, se disefid un microarray HDO para analizar la expresion de genes
de T. harzianum en diferentes condiciones de crecimiento, dentro de las que se incluyé
la colonizacién de raices de tomate (Samoslki y col., 2009).

Inicialmente, en este trabajo se estudid el efecto que provocaban 10 cepas de
Trichoderma en el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate mediante un ensayo
de interaccidn in vitro. Los efectos mas beneficiosos sobre las raices de las plantulas se
observaron con las cepas T. hamatum T7 y T. harzianum T34. La capacidad de la cepa
T34 para promover el crecimiento de plantas de tabaco y de tomate, incrementando el
area de la hoja y la formacion de raices laterales ya habia sido observado en un estudio
in vitro previo (Chacény col., 2007).

Por otra parte, T87 fue la cepa que produjo los efectos mas perjudiciales en las
raices de tomate y, ademas, las plantas presentaron una menor area foliar y un menor
numero de hojas verdaderas que los controles. Estos resultados estan en desacuerdo
con trabajos anteriores que demuestran que esta cepa es capaz de promover el
crecimiento de plantulas de Arabidopsis mediante la produccién de compuestos de
tipo auxina (Contreras-Cornejo y col., 2009), que es capaz de inducir mayores tasas
fotosintéticas y capaz de producir un aumento sistémico de la absorcién de didxido de
carbono (CO;) en hojas (Vargas y col., 2009). Se ha comprobado que peptaiboles de
T87 elicitan defensas sistémicas frente a patdgenos de hoja en pepino (Viterbo y col.,
2007), y que el elicitor Sm1 secretado por esta misma cepa es capaz de estimular los
mecanismos de defensa en maiz (Djonovi¢ y col., 2007). Se sabe que el didlogo entre
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Trichoderma y las plantas es dindmico y depende de muchos factores (Hermosa y col.,
2012), por lo que los efectos negativos observados en la interaccién T87-tomate se
podrian deber a la concentracién del hongo, al tipo de planta, el estado de desarrollo
de la misma o al tiempo de interaccion. Ademds, se ha descrito que T87 es una cepa
“Q” de T. virens, capaz de producir un metabolito fitotéxico denominado gliotoxina
bajo diversas condiciones de cultivo (Howell, 2006), que podria ser el responsable del
efecto negativo de T87 sobre el desarrollo de las plantas de tomate, aunque es
indispensable para la capacidad micoparasitica de esta cepa (Vargas y col., 2014).

Por otro lado, se realizd un ensayo de interaccién in vivo de T7, T34 y T87 con
plantas de tomate. Los resultados también mostraron que la inoculacion de las plantas
con la cepa T87 reducia significativamente la longitud del tallo y la raiz, mientras que el
crecimiento no se veia afectado por las cepas T7 y T34. Recientemente se ha publicado
qgue el fondo genético de la planta afecta a la interaccién Trichoderma-tomate y que el
tratamiento con agentes de biocontrol puede ejercer efectos negativos en algunos
genotipos de tomate (Tucci y col., 2011). Ademas, existen estudios que parecen indicar
que los tratamientos de plantas con cepas de Trichoderma presentan muchas mas
ventajas cuando las plantas estdn sometidas a condiciones de estrés (Mastouri y col.,
2010).

Las plantas se benefician de la interaccidn simbidtica con Trichoderma ya que
aumentan el potencial de crecimiento, la resistencia a enfermedades vy la tolerancia a
estreses abidticos (Hermosa y col.,, 2012), mientras que Trichoderma utiliza los
nutrientes que le proporcionan las plantas. Se ha demostrado que la sacarosa derivada
de las plantas es un de nutriente importante para Trichoderma y que, ademas,
participa en el control de la colonizacién de las raices (Vargas y col., 2009). Sin
embargo, se sabe poco acerca de los cambios que se producen en el transcriptoma de
Trichoderma en interaccion con la planta. Por ello, en este trabajo se han estudiado los
efectos que provoca la presencia de plantas de tomate en la expresidn génica global de
las cepas T7, T34 y T87 de Trichoderma mediante la hibridaciéon de microarrays HDO.

Solamente seis juegos de sondas se expresaron diferencialmente en comun en
las tres cepas de Trichoderma en interaccion con tomate. Independientemente de los
efectos provocados en las plantas por las distintas cepas de Trichoderma, el
metabolismo de carbohidratos y el transporte fueron los procesos mas
sobrerrepresentados, hecho que podria estar indicando una adaptacién activa del
hongo a la rizosfera. En un estudio anterior con diferentes cepas endofiticas de
Trichoderma también se observo la induccidon de ESTs correspondientes a enzimas que
participan potencialmente en el soporte nutricional de Trichoderma ovalisporum y T.
hamatum en la interaccién con plantulas de cacao (Bailey y col., 2006).
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T. hamatum T7 y T. harzianum T34 ejercieron efectos beneficiosos sobre el
desarrollo de plantulas de tomate. Sin embargo, solamente siete juegos de sondas se
expresaron diferencialmente en ambas cepas. Uno de ellos correspondié a un gen que
codifica una proteina que en el genoma humano se conoce como proteina tumoral
controlada traduccionalmente (TCTP), también llamada fortilina o P23, que participa
en la proliferacién mitética durante los estadios tempranos de la diferenciacion celular
(Felts y Toft, 2003). La sobreexpresion de esta proteina en células humanas provoca
una elongacion celular similar al crecimiento de las hifas en hongos. En un estudio
previo también se observd la induccion del gen que codifica una proteina homdloga a
TCTP en T. harzianum T34 en contacto con raices de tomate (Samolski y col., 2009).
Estos resultados sugieren que la proteina P23 podria estar relacionada con el
crecimiento de las hifas y con el efecto beneficioso ejercido por T7 y T34 sobre el
crecimiento de las plantas tras la colonizacién de las raices.

Otra caracteristica comun entre las cepas T7 y T34, en interaccidén con plantas
de tomate, fue la sobrerrepresentacién de una actividad hexoquinasa. Sin embargo, las
diferencias en el desarrollo de las plantas observadas en los ensayos bioldgicos entre
estas dos cepas y T87 no pueden atribuirse solo a esta actividad.

T34 y T87 fueron las cepas que presentaron un mayor numero de juegos de
sondas expresados diferencialmente en comun. Esto podria deberse a la proximidad
filogenética entre ambas, aunque se observaron efectos muy distintos en su
interaccion con la planta en los ensayo in vitro e in vivo.

Este estudio transcriptédmico podria tener las limitaciones de que varios juegos
de sondas podrian corresponder a un mismo gen, que sélo se pudo asignar categorias
GO aproximadamente al 50% de los juegos de sondas con un cambio de expresion
significativa, que los cambios de expresion se analizaron en condiciones de cultivo
hidropdnico, que los genes cuya expresidon cambia rapidamente en la interaccidon
Trichoderma-tomate pueden no ser detectados. Sin embargo, también se puede
destacar que los chips utilizados contenian 374.824 juegos de sondas que representan
un total de 34.138 trascritos génicos procedentes de 14 cepas de Trichoderma. Aunque
en estos microarrays no se incluyeron genes de T. hamatum, el transcriptoma de
Trichoderma esta bien representado, ya que se ha estimado que los genomas ya
secuenciados de Trichoderma contienen 9.143-12.518 genes predichos (Martinez y
col., 2008; Kubicek y col., 2011). Se obtuvieron ademas resultados similares en las tres
réplicas bioldgicas realizadas para cada condicién experimental, lo que indica una alta
calidad de las muestras y un alto grado de comparabilidad. Por otro lado, los
resultados de Real Time PCR confirmaron los datos obtenidos de los microarrays.
Ademas, se utilizé un valor P corregido < 0,05 para identificar los procesos bioldgicos
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sobrerrepresentados dentro de los juegos de sondas expresados diferencialmente
(FDR: 0,25) en cada muestra.

T. hamatum T7 fue la cepa que presentd el menor nimero de juegos de sondas
expresados diferencialmente de las tres interacciones Trichoderma-tomate analizadas.
Ya que en los microarrays no estaban incluidos genes de T. hamatum, se podria pensar
qgue parte de los cambios producidos en su transcriptoma en interaccion con la planta
no se iban a detectar. Sin embargo, la mayoria de los juegos de sondas expresados
diferencialmente en esta cepa (68 y 74% de los sobrerregulados e infrarregulados,
respectivamente) se debieron a la hibridacidon con secuencias Unicas basadas en ESTs
de 12 cepas de Trichoderma. Estos porcentajes fueron mas altos que los obtenidos
para T. harzianum T34 (65 y 50% de los juegos de sondas sobrerregulados e
infrarregulados, respectivamente), cepa representada por 3.826 transcritos basados en
ESTs en los chips, por lo que podemos considerar estos microarrays como una
herramienta adecuada para estudiar la expresion génica en T. hamatum T7.

Los diferentes juegos de sondas sobrerrepresentados en T. hamatum T7 se
agruparon en dos procesos fisioldgicos: metabolismo de carbohidratos y transporte.
Esta cepa fue la que presentd el mayor nimero de juegos de sondas expresados
diferencialmente relacionados con quitinasas en interaccién con la planta, viéndose
aumentada la expresion de genes homdlogos a las quitinasas pertenecientes a la clase
[l de la familia 18 de las glicosil hidrolasas (grupo filogenético B), y reducida la
expresion del gen que codifica la quitinasa VIR1 de la clase V de la misma familia
(grupo filogenético A). Las quitinasas del grupo A se han asociado con autolisis miceliar
(Brunner y col., 2003), por lo que podria esperarse una menor expresion de genes que
codifican esta clase de proteinas en la interaccién temprana Trichoderma-planta. Por
otro lado, las quitinasas del grupo B, con un dominio tipico de unién a celulosa, como
las quitinasas 18-13 y 18-17, se han relacionado con el reconocimiento y la unién
Trichoderma-planta (Seidl y col., 2005), por lo que un aumento en su expresion podria
estar relacionado con el efecto beneficioso de la cepa T7 sobre las plantas. En
Trichoderma asperelloides, se ha identificado un péptido con un dominio de unién a
celulosa como MAMP capaz de inducir respuestas de defensa en pepino (Brotman vy
col., 2008).

Las quitinasas también estan involucradas en el metabolismo de la quitina, un
polisacarido que no esta presente en las raices de las plantas. Sin embargo, se sabe
gue sdlo algunos genes de quitinasas se inducen por quitina en Trichoderma, lo que
sugiere que componentes de la pared celular que no estan relacionados con la quitina
pueden actuar como inductores (Gruber y col., 2011). Esto esta en consonancia con el
aumento de expresion de genes que codifican proteinas con actividades GInNAc-6P
deacetilasa, GIn-6P desaminasa y quitinasa en la interaccion hidropdnica Trichoderma-
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planta, lo que podria indicar que los quitooligdmeros, capaces de disparar las
respuestas de defensa de la planta (Woo y col., 2006), podrian ser generados por el
sistema quitinolitico de Trichoderma sin necesidad de una induccidn por quitina.

Se podria pensar que seria necesario un aumento de expresion de genes
relacionados con procesos de transporte para facilitar el intercambio de nutrientes
entre el hongo y la planta. Sin embargo, se observé una disminucion de la expresion de
genes transportadores MFS en T7 en interaccién con plantas de tomate, lo que podria
indicar que tras la union de las hifas a la raiz y la colonizacién, la captacién de
nutrientes por parte de Trichoderma, al menos en estadios tempranos, es limitada; o
que T7 mantiene un metabolismo bajo durante la colonizacién de las raices.

Los diferentes juegos de sondas sobrerrepresentados en T. harzianum T34 se
agruparon en varios procesos fisioldgicos, siendo el metabolismo de carbohidratos y el
transporte los mas afectados.

El aumento de expresion de diversos juegos de sondas relacionados con
proteinas implicadas en procesos de transporte en la interacciéon T34—tomate coincide
con los resultados obtenidos en otros estudios en los que también aumentd la
expresion de genes involucrados en el transporte de azlicares y aminodcidos (Chacén y
col., 2007), y de genes transportadores de proteinas mitocondriales (Samolski y col.,
2009).

T. harzianum T34 fue la cepa que presentd el mayor nimero de genes
sobrerregulados relacionados con el metabolismo de carbohidratos, con el soporte
nutricional del hongo, y con funciones bdsicas celulares de las tres interacciones
estudiadas en este trabajo. Estos datos apuntan a wuna activacion de Ia
glucolisis/gluconeogénesis, del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), de la ruta de las
pentosas fosfato, y de otros procesos relacionados con la generacidon de energia e
implicados en la sintesis de la pared celular. Este hecho parece indicar que el
intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta se ve incrementado durante la
interaccidon T34-tomate.

Las cutinasas son enzimas que hidrolizan la cutina presente en la cuticula de las
plantas, ausente en las raices. Sin embargo, varios juegos de sondas relacionados con
cutinasas aumentaron su expresion en la interaccidon de T34 con las raices de tomate.
Esto podria indicar una regulacidén global del sistema hidrolitico de Trichoderma para
asegurar la disponibilidad de carbono durante el crecimiento saprofitico. Ademas, se
ha descrito que la xilanasa EIX1 dispara respuestas hipersensibles y otras respuestas de
defensa de la planta independientemente de su actividad xilanolitica (Rotblat y col.,
2002).
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Al igual que en otros estudios (Chacén y col., 2007; Samolski y col., 2009),
también se observé en T34 un aumento de expresién de genes relacionados con el
metabolismo de aminodacidos, nucledtidos, energia y vitaminas, asi como de genes
implicados en detoxificacidon, regulacion, sefializacion, transcripcion, traduccién y
procesos postraduccionales. Aunque los genes sobrerregulados fueron diferentes en los
distintos estudios, los resultados obtenidos confirman modificaciones en todos estos
procesos fisioldgicos en los estadios iniciales de la interaccién T34-tomate para atender
a la alta demanda de energia metabdlica por parte del hongo.

También se observé un aumento de expresidn de genes que codifican una acetil-
CoA acetiltransferasa, una acido lipoico sintetasa y una 3-cetoacil-ACP (proteina
transportadora de acilos) reductasa. Estos datos coinciden con la induccidon de genes
involucrados en la biosintesis de lipidos y el catabolismo observado en la interaccién
T34-tomate en estudios anteriores (Chacén y col., 2007).

La sobrerregulacidon de genes que codifican las enzimas succinato-semialdehido
deshidrogenasa y 4-aminobutirato transaminasa observada en esta interaccién T34-
tomate ya habia sido descrita previamente en las interacciones C. fulvum-tomate y
Pseudomonas-Arabidopsis (Solomon y Oliver, 2002; Park y col., 2010), y en la simbiosis
de Rhizobium leguminosarum con plantas de guisante (Prell y col., 2002). Estos autores
sugieren que los microorganismos pueden alterar la fisiologia de la planta durante las
interacciones, dando lugar a un aumento de la produccion de GABA, que puede jugar un
papel sefalizador en la induccién de las enzimas fungicas responsables de su
degradacidn. Segun esto, T34 podria usar como nutriente el GABA de la planta.

Respecto a la interacciéon de T. virens T87 con plantas de tomate, se podria
esperar que la mayoria de los juegos de sondas expresados diferencialmente
procedieran del genoma de T. virens. Esto fue asi para los juegos de sondas
sobrerregulados; sin embargo, el 85% de los infrarregulados se debieron a la hibridacién
con secuencias Unicas derivadas de ESTs de 12 cepas de Trichoderma depositadas en los
microarrays, lo que indicaria un alto grado de hibridacion cruzada con juegos de sondas
heterdlogos. Este hecho se podria explicar si tenemos en cuenta que en el disefio de los
microarrays también se incluyeron 991 ESTs de T. virens T59.

Los diferentes juegos de sondas sobrerrepresentados en T87 en interaccién con
la planta se agruparon en seis procesos fisioldgicos siendo el metabolismo de
carbohidratos y la comunicacion celular los mas afectados.

El aumento de expresion de genes que codifican enzimas como GInNAc-6P
deacetilasas, GIn-6P desaminasas y quitinasas se observo en las cepas T7, T34 y T87 en
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su interaccién con plantas de tomate, mientras que la sobrerregulacidon de genes que
codifican glucosidasas, xilanasas, glicerol-3P deshidrogenasas y cutinasas solamente se
observo en las cepas T34 y T87.

Estudios previos han demostrado el aumento de expresiéon de genes que
codifican hidrofobinas, tanto en T. reesei en medios conteniendo polisacaridos de
plantas (Nakari-Setédld y col., 1997), como en T. atroviride en interaccidén con raices de
judia (Marra y col., 2006), como en T. harzianum en interaccién con raices de tomate
(Samolski y col., 2009). Sin embargo, una de las caracteristicas mas relevantes de la
interaccion T87-tomate fue el alto nimero de juegos de sondas infrarregulados
relacionados con este tipo de genes. También se ha publicado la regulacién diferencial
de 10 genes que codifican hidrofobinas de clase Il (Mikus y col., 2009). Si la
infrarregulacion de estos genes observada en la interaccidén T87-tomate se debe a la
presencia de la planta o si beneficia a la colonizacién de las raices por parte del hongo
todavia esta por demostrar, aunque es posible que esté implicada en los efectos
negativos que causo esta cepa en las plantulas de tomate a nivel de elongacidn de las
raices y del desarrollo de raices laterales.

El aumento de expresién de genes implicados en el metabolismo lipidico y en el
transporte de fosfato, aminodcidos y sustratos generales podria facilitar el intercambio
de nutrientes entre el hongo y la planta y la reorganizaciéon de las membranas y la
pared celular del hongo (Chacén y col., 2007).

Es dificil entender el papel que juega la infrarregulacién de genes implicados en
el metabolismo de aminoacidos, pero la menor expresion de genes que codifican una
glutamina sintetasa y una L-aminoacido oxidasa podria indicar una disponibilidad de
nitréogeno suficiente o un metabolismo de Trichoderma limitado en su interaccién con
la planta. En bacterias, la relacion 1,6-bifosfato/fosfato puede regular las lactato
deshidrogenasas (van Niel y col., 2004). La disminucion de expresién de una D-lactato
deshidrogenasa en T87 se podria deber a la acumulacién de fructosa 6-fosfato
obtenida tras la activacion de la GIn-6P desaminasa observada en la interaccién T87-
tomate.

Los resultados obtenidos, tomados de forma global, indican una activacién
significativa del metabolismo de carbohidratos y de los procesos de transporte en las
tres cepas de Trichoderma estudiadas en su interaccidn temprana con plantas de
tomate.
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1. EFECTO DET. parareesei T6 EN EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE PLANTAS DE
TOMATE

Para evaluar el efecto de T. parareesei T6 sobre el desarrollo de plantas de
tomate se realizé un ensayo de interaccién in vitro, tal y como se describe en el
apartado 4.1.2.2 de Materiales y Métodos. Este ensayo mostré que T. parareesei T6
favorecia el desarrollo de las raices de las plantulas de tomate, aumentando tanto el
numero como la longitud de las raices laterales (Figura 11).

Figura 11. Efecto de T. parareesei T6 en plantulas de tomate. Plantulas de tomate germinadas y crecidas
durante 3 dias en medio MS, suplementado con sacarosa al 1%, agar al 0,8%, pH 5,7, se inocularon con:
(A) agua o (B) T. parareesei T6. Las fotografias se tomaron 4 dias después de la inoculacién con 1 x 10°
esporas de T6 o con agua en el caso de las placas control.

Posteriormente, se realizd un ensayo de interaccion in vivo sembrando semillas
de tomate recubiertas con esporas de la cepa T6 en macetas conteniendo suelo
comercial, tal y como se describe en el apartado 4.1.2.3 de Materiales y Métodos. Al
cabo de 4 semanas se evalud el efecto de T6 en el crecimiento de las plantas de
tomate, y se pudo observar que no habia diferencias significativas en cuanto a longitud
de tallo y de raiz de las plantas cuando se compararon las dos condiciones ensayadas
(Tabla 12).

Tabla 12. Efecto de la cepa T. parareesei T6 en el crecimiento de plantas de tomate. Las
longitudes de raices y tallos corresponden a plantas de 4 semanas sin tratar (control), o tratadas con la
cepa T6. Cada valor es la media de 28 medidas * su desviacion estandar. Los valores no mostraron
diferencias significativas entre si (P < 0,05) segun el test de Fisher.

25,75 + 3,54° 27,45 +3,56°

25,85 + 3,90° 28,14 +2,89°
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2. GENES DE T. parareesei T6 EXPRESADOS DIFERENCIALEMENTE EN RESPUESTA A
PLANTAS DE TOMATE

2.1. IDENTIFICACION DE LOS GENES DE T. parareesei T6 EXPRESADOS
DIFERENCIALMENTE EN RESPUESTA A PLANTAS DE TOMATE

Con objeto de estudiar los cambios fisioldgicos y bioquimicos producidos en T.
parareesei T6 tras 20 horas de interaccién con plantas de tomate, se llevé a cabo un
analisis transcriptémico utilizando microarrays de Trichoderma HDO, disenados tal y
como se describe en el apartado 8.2.1 de Materiales y Métodos. Estos microarrays se
hibridaron con ADNc de T6 obtenido tras cultivar la cepa en presencia y ausencia de
plantas de tomate. El disefio experimental fue similar al descrito para la interaccién de
las cepas T. hamatum T7, T. harzianum T34 y T. virens T87 con plantas de tomate y
aparece recogido en el apartado 2 de Resultados del capitulo anterior.

Los perfiles de expresidn, obtenidos tras el analisis de los microarrays, de T6 en
respuesta a la presencia de plantas de tomate en el medio de cultivo en comparacion
con el medio basal sin plantas, fueron similares en las tres réplicas bioldgicas
realizadas; y se compararon con los obtenidos tras la interaccién de T7, T34 y T87 con
plantas de tomate en las mismas condiciones experimentales (capitulo 1 de esta Tesis
Doctoral).

Un total de 250 juegos de sondas (0,73%) presentaron cambios significativos,
de al menos dos veces de expresiéon (FC>2 y FDR: 0,10) en T6 tras 20 horas de
interaccion con la planta. De ellos, 33 aumentaron su expresion (sobrerregulados) y
217 la disminuyeron (infrarregulados). La mayoria de estos juegos de sondas
expresados diferencialmente (57,6% y 80,6% de los sobrerregulados e infrarregulados,
respectivamente) procedieron del genoma de T. reesei.

Se asignaron categorias GO a 132 de esos 250 juegos de sondas, de los cuales
18 fueron sobrerregulados y 114 infrarregulados. Un analisis posterior revelé que no
habia categorias GO significativamente sobrerrepresentadas en T6 en presencia de
plantas de tomate respecto a la cepa sin planta. Por este motivo, todos los juegos de
sondas expresados diferencialmente se analizaron de forma independiente y a
continuacion se agruparon en varios procesos fisiolégicos, siendo el metabolismo de
carbohidratos y el transporte los procesos mas afectados (Tabla 13).
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Tabla 13. Resumen de los procesos fisiologicos alterados en T. parareesei T6 en respuesta a la
presencia de plantas de tomate en el medio de cultivo en comparacion con el medio basal sin planta.
Estos procesos fisioldgicos agruparon 250 juegos de sondas, 33 sobrerregulados y 217 infrarregulados,
cuya descripcidon se basd en su homologia con secuencias presentes en la base de datos UNIPROT
empleando el algoritmo BLAST considerando un valor E<10”.

Poligalacturonasa 1 1

Glucano 1,4-a-glucosidasa 1

B-galactosidasa 2

Fosfoglicerato mutasa 16

Glicésido hidrolasa (quitinasa)

Alginato-liasa

B-manosidasa

Deshidrogenasa/reductasa de
cadena corta

Glucosa deshidrogenasa

6-fosfofructo-2-quinasa

2-hidroxi-3-oxopropionato
reductasa

Fosfolipasa 1

Fosfatidilserina descarboxilasa

Diterpeno sintetasa

Acyl-CoA sintetasa

1
3
1
Esterasa/lipasa 1
1
2

Metiltransferasa dependiente
de S-adenosil metionina

Aminotransferasa de

aminodcidos aromaticos 1
Homoserina deshidrogenasa 1
Aspartato quinasa 1
Componente del proteasoma 1
(endopeptidasa)
Inhibidor de endopeptidasa de 1
tipo serina
Proteina de la biosintesis de )
pirimidina
Oxidoreductasa 2-nitropropano 1
dioxigenasa
Fosforribosil transferasa 1
Endorribonucleasa L-PSP 1
Desoxiuridina 5’-trifosfato
- . 1
nucledtido hidrolasa
Proteina de la biosintesis de 1
tiamina
Proteina de la biosintesis de 1
vitamina b12
C-14 esterol reductasa 1
Espermidina sintetasa
quimérica/sacaropina 1
deshidrogenasa
Quinato deshidrogenasa 1
Péptido sintetasa no ribosomal 1 1
Prenil transferasa 1
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Isoflavona reductasa

Longiborneol sintetasa

Aldehido deshidrogenasa

NADH:flavin oxidorreductasa

Deshidrogenasa dependiente
de flavin mononcucledtido

[uny

Flavin oxidorreductasa

Alcohol deshidrogenasa

GTPasa tipo dinamina

ATPasa

R IN(R [~

Oxidorreductasa dependiente
de flavin adenin dinucledtido

[any

Aldo-ceto reductasa

Reductasa férrica

Ureasa UreD

Transportadores MFS

Transportador ABC

Transportador de acuaporina

Transportador de cobre

Canal Hemolisina lll

Citocromo-c oxidasa

Citocromo P450
monooxigenasa

A | RPININ|F-

ADP-ribosa pirofosfatasa

[N

Cloroperoxidasa

Enzima activadora de
formaldehido dependiente de
glutation

Glutatién S-transferasa

Monooxigenasa de union a
flavin adenin dinucledtido

B-lactamasa

Halogenasa dependiente de
flavina

Catalasa/peroxidasa

Esteroide monooxigenasa

Agmatina deiminasa

Proteina con dominio RTA1

Fosfatasa acida

N R |R[R|+

Complejo regulador del
proteasoma 26S

Disulfuro isomerasa

Glutamato carboxipeptidasa

Tiorredoxina

Tripeptidil-peptidasa

Proteasa aspartica

Histona-lisina N-
metiltransferasa

R (Rr|Rr|Rr[(Rr|(R| -

Proteina con dominio S-
adenosil metionina

Translocasa mitocondrial

Fasciclina
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Hidrofobina 1
Proteina integral de membrana 2 1
Proteina de pared celular 1
Proteina ankirina 2 1
Proteina de sefalizacion 1
relacionada con celulosa
Proteina envuelta en
sefializacién mediada por 1
proteinas G
Receptor acoplado a proteina G 1
Caseina quinasa
Il/serina/treonina proteina 1
quinasa
Caseina quinasa |, subunidad 1
delta
Regulador de la sefializacion de 1
proteinas G
Activador de fosfotirosil 1
fosfatasa
Complejo de replicacién de 1
ADN
Factores de transcripcion 4 11
Factor de iniciacidn de la
) 1
traduccion 23
ARN polimerasa Il ADN
. 1
dependiente
ARN polimerasa Ill ADN dirigida 1
tARNHis guanilil transferasa 1
Proteina de union a acidos 1
nucleicos dependiente de GTP
Proteina con dominio Smr 1
10 68

En presencia de plantas de tomate, se pudo observar una menor expresion de
un gran numero de genes implicados en el metabolismo de carbohidratos y en el
soporte nutricional del hongo (como genes que codifican B-galactosidasas,
alginatoliasas, B-manosidasas, etc.), asi como de genes relacionados con funciones
basicas celulares (como los que codifican fosfoglicerato mutasas, glucosa
deshidrogenasas, 6-fosfofructo-2-quinasas, 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasas,
etc.). Esto indica que el metabolismo del hongo se encuentra disminuido en la cepa T6
a las 20 horas de interaccion con plantas de tomate.

Con respecto a los procesos de transporte, aunque se pudo observar la
sobrerregulacion de dos juegos de sondas relacionados con transportadores ABC y dos
mas relacionados con transportadores MFS, también se detectd la infrarregulacion de
otros 16 juegos de sondas correspondientes a transportadores MFS. Ademas, se
observé una menor expresion de genes implicados en el metabolismo de acidos grasos
y lipidos, de aminodacidos y proteinas, de nucleétidos y acidos nucleicos, de vitaminas,
y de compuestos inorganicos y de nitrégeno; asi como de genes implicados en el
metabolismo energético y en el metabolismo secundario, y genes implicados en
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diversos procesos celulares (como detoxificacion, modificacién postraduccional,
adherencia, secrecién, comunicacién celular, etc.), sefalizacién y regulacién, y
mantenimiento de la informacién y procesamiento (como genes de replicacion,
transcripcién, traduccidn o reparacion).

Algunos de los 18 juegos de sondas sobrerregulados a los que se les habia
asignado categoria GO se relacionaron con enzimas implicadas en el proceso de
colonizaciéon (ej. una endopoligalacturonasa) (Moran-Diez y col., 2009), en la
biosintesis de metabolitos secundarios o sus precursores (ej. una sacaropina
deshidrogenasa, una péptido sintetasa no ribosémica y una quinato deshidrogenasa)
(Strieker y col., 2010), en la adquisicion de nutrientes (ej. una glucano a-1,4-
glucosidasa y una fosfolipasa), y en la elongacidn del tubo germinativo y el crecimiento
de las hifas (e]. sacaropina deshidrogenasa) (Jin y col., 2002).

2.2. CONFIRMACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE Real Time PCR

Con objeto de confirmar los resultados obtenidos en los microarrays, se realizd
un analisis de expresidon, mediante Real Time PCR, de algunos genes seleccionados. La
cepa T. parareesei T6 se cultivé durante 20 horas, en presencia y ausencia de plantas
de tomate, tal y como se describe en el apartado 4.1.2.4 de Materiales y Métodos.

El ARN total, obtenido con el método del TRIZOL® (apartado 6.2.1 de Materiales
y Métodos) se retrotranscribié utilizando oligo dT, tal y como se indica en el apartado
7.2.2.2.2 de Materiales y Métodos. El ADNc asi generado se empled como molde en las
diferentes reacciones de PCR. Se utilizaron los oligonucleétidos ABC-fw2 y ABC-rev2,
para el gen que codifica un transportador ABC; alcohol DH-fw y alcohol DH-rev, para el
gen que codifica una alcohol deshidrogenasa; CSRP-fw y CSRP-rev, para el gen que
codifica una proteina de sefalizacién relacionada con celulosa; DH red-fw2 y DH red-
rev2, para el gen que codifica una deshidrogenasa/reductasa; las parejas MFS-fw y
MFS-rev, y MAT-fw y MAT-rev, para dos genes que codifican transportadores de
sustratos generales; PG mutasa-fw y PG mutasa-rev, para el gen que codifica una
fosfoglicerato mutasa; monooxigenasa-fw y monooxigenasa-rev, para el gen que
codifica una esteroide monooxigenasa; y p450-fw y p450-rev, para el gen que codifica
una citocromo P450 monooxigenasa. Como control interno se utilizd el gen que
codifica la B-tubulina, usando los oligonucledtidos tub-fw y tub-rev. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 12.
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Figura 12. Analisis de la expresion relativa de genes seleccionados mediante Real Time PCR. La cepa T.
parareesei T6, se cultivé en un medio basal en presencia o ausencia de plantas de tomate, tal y como se
describe en Materiales y Métodos. Como control interno se utilizé el gen de la B-tubulina. Como condicidn
basal se utilizé el nivel de expresién detectado para cada uno de los genes en la cepa T6 en ausencia de
plantas de tomate. Se tomé como valor de la condicion basal 2 =1. Abreviaturas de los genes: ABC,
transportador ABC; ADH, alcohol deshidrogenasa; CSRP, gen de sefializacidn relacionado con celulosa; DH,
deshidrogenasa/reductasa; MFS y MAT, dos transportadores MFS; PG, fosfoglicerato mutasa; SM,
esteroide monooxigenasa; y P450, citocromo P450 monooxigenasa.

Los genes que codifican el transportador ABC y la proteina de sefalizacién
relacionada con celulosa aumentaron su expresion en la interaccién de T6 con plantas
de tomate, mientras que el resto de los genes analizados disminuyeron su expresién.
Estos resultados se correlacionan con los datos obtenidos de los microarrays.

3. EFECTO DE T. parareesei T6 EN LA EXPRESION DE GENES MARCADORES DE
DEFENSA EN PLANTAS DE TOMATE

Con objeto de conocer si la respuesta de las plantas de tomate a T. parareesei
T6 implicaba una activacién diferencial de genes relacionados con la defensa sistémica,
se analizd la expresién de genes marcadores representativos de las rutas de
sefializacion de SA (isocorismato sintasa 1 [ICS1] y proteina relacionada con
patogénesis 1 [PR1]), de JA (lipooxigenasa 1 [LOX1]) y de ET (proteina insensible al ET 2
[EIN2]) mediante Real Time PCR. El material vegetal se obtuvo a partir de cultivos en
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placa y en maceta realizados tal y como se describe en los apartados 4.1.2.2 y 4.1.2.3
de Materiales y Métodos, respectivamente.

El ARN total, obtenido con el método del TRIZOL® (apartado 6.2.1 de Materiales
y Métodos) se retrotranscribié utilizando oligo dT, tal y como se indica en el apartado
7.2.2.2.2 de Materiales y Métodos. El ADNc asi generado se empled como molde en las
diferentes reacciones de PCR. Se utilizaron las parejas de oligonucleétidos ICS1-fw y
ICS1-rev, PR1-fw y PR1-rev, LOX1-fw y LOX1-rev, y EIN2-fw y EIN2-rev, para los genes
marcadores ICS1, PR1, LOX1 y EIN2, respectivamente. Como control interno se utilizé
el gen que codifica la actina, usando los oligonucledtidos Actina-fw y Actina-rev.

La expresion de los genes marcadores en plantulas de tomate obtenidas del
ensayo in vitro realizado en placa se muestra en la Figura 13. En comparacién con el
control, las plantulas de tomate inoculadas con la cepa T6 mostraron un incremento
significativo en los niveles de expresidon de los genes EIN2 y LOX1, mientras que el gen
PR-1, de respuesta a SA, presentd una disminuciéon en su expresion y el gen ICS1,
implicado en la biosintesis de SA, no se vio afectado significativamente. Estos
resultados indican que las rutas de seiializacién del JA y del ET estan inducidas 6 dias
después de la inoculacidn de plantulas de tomate con T6, lo que indica una respuesta
de ISR provocada por T. parareesei.
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Figura 13. Real Time PCR cuantitativa de los genes ICS1, PR1, EIN2 y LOX1 en plantulas de tomate
inoculadas con T. parareesei T6. El ARN total fue extraido de la parte aérea de las plantulas de tomate a

6
los 6 dias de la inoculacidn con agua (control) o 1 x 10 esporas de la cepa T6 en placas con plantulas de

3 dias. El gen de actina se uso como control interno. Los valores corresponden a medidas relativas
-AACt

respect a sus correspondientes transcritos en las placas control (2 =1). Las barras de error
representan las desviaciones estandar de dos réplicas bioldgicas.
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Estos resultados se complementaron con el andlisis de expresién de estos
genes marcadores a diferentes tiempos empleando material vegetal obtenido del
ensayo in vivo realizado en macetas. Se pudo observar un perfil de expresién
ondulante a lo largo del tiempo para los distintos genes (Figura 14), siendo maxima la
expresion a las 24 horas tras la inoculaciéon de T6 para LOX1, EIN2 e ICS1, y a las 48
horas para PR1.

[
o
o
)
o

[y
(%))

(%]

Expresion relativa
Expresion relativa
=
o

o
o

Expresion relativa
Expresion relativa

Figura 14. Andlisis de la expresion relativa de genes de defensa mediante Real Time PCR en plantas de
tomate de 4 semanas inoculadas con T. parareesei T6 a distintos tiempos (horas). Los genes analizados
fueron: LOX1, ruta del JA, (AAA74393); EIN2, ruta del ET, (AAS67011); ICS1, biosintesis de SA,
(ABA39073) y PR1, ruta del SA, (ACB88202). El gen de la actina se usé como control interno. Los valores
corresponden a medidas relativas respecto a sus correspondientes transcritos en controles sin inocular
con Trichoderma (2*“'=1). Las barras de error representan las desviaciones estdndar de tres réplicas
técnicas de una mezcla de cuatro réplicas bioldgicas.

109



110



DISCUSION

111



112



Discusion Capitulo 2

En los ultimos afios, las interacciones moleculares Trichoderma-planta se han
explorado en diferentes especies y sistemas vegetales (Shoresh y col., 2010; Hermosa y
col., 2012). La mayoria de los estudios se han llevado a cabo con cepas reconocidas
como buenos agentes de biocontrol, aunque con algunas excepciones como es el caso
de Trichoderma pseudokoningii (Luo y col., 2010), y las habilidades de los miembros
del grupo o “clade” Longibrachiatum han permanecido practicamente inexploradas. En
este capitulo se ha intentado rellenar este hueco estudiando la interaccién mutualista
entre T. parareesei y plantas de tomate, analizando los cambios transcriptdmicos que
tienen lugar en el hongo, asi como la estimulacion de las defensas y el desarrollo de las
plantas que tienen lugar en dicha interaccién. El micoparasitismo es una propiedad
ancestral del género Trichoderma, y los datos gendmicos indican que T. reesei ha
perdido parcialmente la capacidad de antagonizar, parasitar, o incluso matar a otros
hongos (Druzhinina y col., 2011; Kubicek y col.,, 2011). Un estudio reciente ha
confirmado el menor potencial micoparasitico de T. reesei en comparacidon con otras
especies altamente micoparasiticas como T. atroviride o T. virens (Atanasova y col.,
2013). Pero, a pesar de la proximidad genética entre T. reesei y T. parareesei, este
ultimo ha mantenido un potencial antagonista (Druzhinina y col., 2010).

Para facilitar las comparaciones con otras especies de Trichoderma, se llevd a
cabo un analisis transcriptémico de la cepa T6 tras 20 horas de interaccidén con plantas
de tomate, utilizando el mismo sistema de microarrays de Trichoderma y las mismas
condiciones experimentales que en el capitulo 1 de esta Tesis Doctoral con las cepas T.
hamatum, T. harzianum y T. virens colonizando raices de tomate. Los microarrays
utilizados contenian 374.824 sondas que representaban un total de 34.138 transcritos
génicos correspondientes a 14 cepas diferentes de Trichoderma, ninguna de ellas
pertenecientes a la especie T. parareesei. Este hecho supone la mayor limitacién de
nuestra aproximaciéon ya que los resultados podrian conllevar falsos negativos. No
obstante, el genoma completo de T. reesei, la especie mas cercana a T. parareesei,
estuvo depositado en los microarrays. En este sentido, de los 250 juegos de sondas
gue mostraron diferencias significativas de expresion en interaccién con la planta, el
57,6% de los genes sobrerregulados y el 80,6% de los genes infrarregulados fueron
ortélogos de T. reesei. Otro factor limitante de nuestra aproximacion, podria ser la
estandarizacion de las condiciones de cultivo en las interacciones hongo-planta. T.
parareesei se adiciond al medio MS liquido conteniendo semillas de tomate
previamente germinadas durante 15 dias. La presencia del material vegetal provocaria
cambios en la composicién del medio de cultivo asi como la liberacién de exudados
procedentes de las plantulas, hecho que no ocurriria en la condicién control, en la que
el hongo se inoculd en el medio MS solo, en ausencia de planta. Por este motivo, la
cantidad apropiada de nutrientes disponible para el crecimiento del hongo era dificil
de estimar. Sin embargo, esta limitacion no afecta a las comparaciones con los
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microarrays de Trichoderma del capitulo anterior ya que fueron llevados a cabo bajo
las mismas condiciones.

Pocos genes aumentaron su expresion en T6 en interaccidn con la planta, a
diferencia de lo observado en las tres cepas de biocontrol analizadas en el capitulo
anterior donde predominaron los juegos de sondas sobrerregulados. En relacion a
estos, el metabolismo de carbohidratos y los procesos de transporte estuvieron
sobrerrepresentados en T. hamatum, T. harzianum, y T. virens durante su interaccién
con tomate, mientras que no aparecieron categorias GO significativamente
sobrerrepresentadas en T6 bajo condiciones idénticas. A diferencia de la marcada
sobrerregulacién metabdlica observada en T. harzianum en el capitulo 1 de esta Tesis
Doctoral, T6 mostré una disminucién en la expresién de un gran numero de genes
implicados en el metabolismo de carbohidratos, soporte nutricional y funciones
celulares basicas, indicando que el flujo de carbohidratos entre T6 y la planta era
significativamente bajo tras 20 horas de interaccién entre ellos. El predominio de
genes de transporte infrarregulados, sugiere que después de la adherencia de las hifas
a las raices vegetales y su colonizacion, la toma de nutrientes por parte de T.
parareesei T6 podria estar limitada, el menos en estadios tempranos. Este hecho ya se
observd durante la interaccidn de T. hamatum con plantas de tomate en el capitulo
anterior. Sin embargo, estos resultados no estan de acuerdo con la sobrerregulacién
de genes de transporte observada en los transcriptomas de T. harzianum y T. virens en
interaccidn con plantas (Chacén y col., 2007; Samolski y col., 2009), también observada
en el capitulo 1 de esta Tesis Doctoral.

A pesar del bajo metabolismo de T6 tras 20 horas de interaccion, esta cepa fue
capaz de incrementar el desarrollo de raices laterales de las plantulas de tomate de 2 a
4 dias después de su aplicacidn, y este incremento fue similar al observado en las
plantulas de tomate inoculadas con T. hamatum o T. harzianum. Esto podria indicar
una interaccién positiva entre T6 y la planta de tomate. Aunque el hongo permanecia
de alguna manera inactivo metabdlicamente tras 20 horas de interaccién con la planta,
dos transportadores ABC y dos transportadores MFS aparecieron sobrerregulados.
Estudios anteriores basados en protedmica y microarrays también han puesto de
manifiesto la sobrerregulacién de un transportador ABC en la interaccién de T.
atroviride y T. harzianum con plantas (Marra y col., 2006; Chacén y col., 2007).

Interesantemente, uno de los pocos juegos de sondas sobrerregulados
correspondid a un gen ortélogo a Thpgl, que codifica una endopoligalacturonasa de T.
harzianum implicada en la colonizacién eficiente de las raices y en la induccion de
defensas de la planta (Moran-Diez y col.,, 2009). También se observd Ila
sobrerregulacion de un juego de sondas correspondiente a una fosfolipasa. Esta clase
de enzimas es ubicua y esta implicada en diversas respuestas celulares incluyendo el
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proceso de disrupcion de membranas durante la invasion de las células por parte de un
hospedador (Istivan y Coloe, 2006). Recientemente, se ha descrito la sobrerregulacién
de una fosfolipasa A2 de T. harzianum durante la colonizacién de semillas de tomate
en germinacién (Mehrabi-Koushki y col., 2012).

Otro juego de sondas sobrerregulado mostré homologia con la enzima
quimérica espermidina sintetasa/sacaropina deshidrogenasa, implicada en la
biosintesis de espermidina y en el metabolismo de lisina y que juega un papel en la
ruta del acido a-aminoadipico. Se sabe que en A. nidulans se requieren altos niveles de
espermidina para la transicién del tubo germinativo a hifa para la diferenciacién de los
tejidos y la produccion de metabolitos secundarios (Jin y col., 2002). La actividad
sacaropina deshidrogenasa estd implicada en el paso de lisina a acido pipecdlico, que
puede ser utilizado por péptido sintetasas no ribosomal como un sustrato para
sintetizar metabolitos secundarios. Curiosamente, pudimos observar una
sobrerregulacién de una péptido sintetasa no ribosomal en la interacciéon de T6 con
plantas de tomate, asi como de una quinato deshidrogenasa, que juega un papel
principal en la ruta del shikimato para la biosintesis de aminoacidos aromaticos y SA.
Aunque cabria esperar que proteinas de tipo hidrofobina o relacionadas con ellas
(como las ceratoplataninas), implicadas en la interaccidon del hongo con su medio
externo (Seidl-Seiboth y col., 2011), la colonizacién de raices (Viterbo y Chet, 2006) y la
induccion de la defensa sistémica en plantas (Djonovi¢ y col., 2006; Seidl y col., 2006),
estuvieran sobrerreguladas en T. parareesei, se observd una menor expresidon en
presencia de plantas de tomate, hecho que también fue observado en el capitulo 1 de
esta Tesis Doctoral para T. virens.

El bajo metabolismo de T6 durante su interaccion con la planta podria deberse
a que las plantas modifican la composicién del medio. Podria ser dificil comparar la
interaccion de T6 con otras interacciones Trichoderma-planta ya que el rango de
temperatura para el crecimiento 6ptimo de T. parareesei es mas alto que para otras
especies de biocontrol de Trichoderma (Atanasova vy col., 2010).

Un trabajo anterior puso de manifiesto que tanto T. parareesei como T. reesej
inhibian el crecimiento de plantulas de berro del jardin (Lepidium sativum) en ensayos
en placa (Atanasova y col., 2010). Nuestros estudios in vitro presentaron resultados
contrarios, mostrando el tipico efecto auxina con un aumento en el desarrollo de las
raices laterales, tal y como ya se ha demostrado para otras especies de Trichoderma
(Contreras-Cornejo y col., 2009), y mostrando también modificaciones sistémicas en la
planta, que se observaron con cambios de expresién de genes relacionados con la
defensa frente a patdgenos. La discrepancia entre ambos estudios podria ser debida a
las diferencias en las condiciones experimentales. La colonizacién de las raices por
parte de Trichoderma dispara una respuesta sistémica sefializada por JA/ET de una
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manera similar a la descrita en rizobacterias (Shoresh y col., 2005). Las defensas
sistémicas inducidas por Trichoderma también pueden ser sefializadas por SA (Gallou y
col., 2009; Salas-Marina y col., 2011), aunque depende del fondo genético de la planta,
el tiempo de interaccion, la cepa usada y la concentracidn del inéculo (Hermosa y col.,
2012; Tucci y col.,, 2011). El ensayo in vivo, realizado en este capitulo a distintos
tiempos, mostré que las respuestas de defensa frente a patégenos inducidas por T6 en
la planta son ondulantes y por tanto compatibles con el modelo propuesto en
Arabidopsis, donde las fases temporales de sefializacion hormonal indican el
establecimiento de inmunidad sistémica (Truman y col., 2010). Los picos de expresion
observados a las 24 o 48 horas para los genes marcadores EIN2, LOX1, ICS1 o PRI,
estan de acuerdo con el modelo de antagonismo entre la ruta de sefializacién del SA y
la del JA/ET propuesta por Pieterse y col. (2009).

Los resultados de expresion de los distintos genes marcadores obtenidos de los
ensayos in vitro e in vivo deben compararse con cautela ya que son dos sistemas muy
diferentes realizados en distintas condiciones experimentales. No obstante, la
expresion de todos los genes ensayados, a excepciéon de PR1, se vio significativamente
sobrerregulada en ambos sistemas a las 144 horas (6 dias).

Un estudio previo de la interaccién T. harzianum-Arabidopsis mostré una
infrarregulacion de genes relacionados con SA, seguida de un posterior aumento de su
expresion (Moran-Diez y col., 2012). Esto esta de acuerdo con el perfil del gen PR1
observado en las plantas de tomate durante las primeras 48 horas tras la inoculacién
de la cepa T6. La relativamente baja expresion de PRI a las 8 y 24 horas, junto con el
aumento de expresidn de ICS1 a las 24 horas y de PR1 a las 48 horas apoyaria la
hipdtesis de que estos perfiles son asi para limitar la penetraciéon del hongo en las
primeras células corticales de la raiz, como ya se ha descrito para otras especies de
Trichoderma previamente (Yedidia y col., 1999; Chacdn y col., 2007; Alonso-Ramirez y
col., 2014).

Los efectos positivos observados de la cepa T6 sobre tomate podrian sugerir el
uso de T. parareesei en la proteccidén de plantas como agente de biocontrol y/o como
un microorganismo beneficioso para las mismas. Sin embargo, T. parareesei tiene una
temperatura éptima de crecimiento de entre 35-40°C, que estd muy proxima a la de
patégenos humanos, como por ejemplo T. longibrachiatum. Por este motivo, se
deberian realizar estudios de evaluacidon de riesgos antes de considerar cualquier
aplicacién in vivo de esta especie en agricultura comercial.
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1. ANTECEDENTES

Nuestro grupo llevd a cabo el aislamiento y la caracterizacion del gen Thctf1 de
T. harzianum T34, que muestra una alta homologia de secuencia con un factor de
transcripcién descrito en Fusarium solani f. sp. pisi, y se analizé su funcidn siguiendo
una estrategia de disrupcidén génica, por medio de la cual se obtuvieron mutantes
AThctf1 (Rubio y col., 2009). Con este fin, se construyd un cassette de disrupcidon que
contenia el gen amdS, que codifica una acetamidasa, de A. nidulans flanqueado por
2.606 pb de la regién 5’ del gen Thctf1 (incluyendo 903 pb del promotor) y 2.131 pb de
la regidn 3’ del mismo (incluyendo 421 pb del terminador), y el cassette resultante se
utilizé para transformar protoplastos de T. harzianum T34. Se utilizé el gen amdS de A.
nidulans ya que es bien sabido que genes que codifican acetamidasas funcionan como
buenos marcadores de seleccidn en la transformacion de hongos como Aspergillus
niger o Penicillium chrysogenum (Kelly y Hynes, 1985; Kolar y col., 1988).

Se realizaron experimentos en los que se recubrieron semillas de tomate con
esporas de T. harzianum T34. Las plantas de tomate obtenidas a partir de estas
semillas mostraron un incremento en la longitud de las raices con respecto a las
plantas control, obtenidas de semillas sin tratar (Figura 15). Sin embargo, esta
elongacion radicular fue mucho mads notable cuando las semillas de tomate se
recubrieron con esporas de los disruptantes AThctfl (Figura 15), por lo que,
inicialmente, se pensd que ese efecto diferencial observado entre la cepa silvestre y
los disruptantes en su interaccién con la planta podria deberse a la interrupcién del
gen Thctfl.

Cuando se incluyeron en los ensayos semillas de tomate recubiertas con
esporas de transformantes que llevaban insertadas al azar copias del cassette de
disrupcion, pero mantenian intacto el gen Thctfl, se observéd una elongacion de las
raices similar a la producida por los disruptantes AThctf1 (Figura 15). Este resultado
nos hizo pensar que el efecto observado no se debia a la interrupcién del gen Thctf1,
sino a la presencia del gen amdS de A. nidulans, incluido en el cassette de disrupcién, y
por tanto insertado en el genoma de T. harzianum T34. Teniendo en cuenta esto, nos
parecié interesante abordar la transformacién de T34 con el gen amdS de A. nidulans y
analizar en profundidad los efectos que provoca la insercion de este gen en dicha cepa
en su interaccion con plantas de tomate.
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Figura 15. Fenotipo de plantas de tomate originadas a partir de semillas que habian sido recubiertas, de
izquierda a derecha, con agua (control), con la cepa silvestre T. harzianum T34, con AD1-38, disruptante
que presenta interrumpido el gen Thctfl, o con AJ3-16, transformante que mantiene intacto el gen
Thctfl pero que lleva insertadas al azar copias del cassette de disrupcién para ese mismo gen en su
genoma.

2. OBTENCION DE CEPAS DE T. harzianum T34 QUE EXPRESAN EL GEN amdsS de A.
nidulans

Para obtener cepas de T. harzianum T34 que expresan el gen amdS de A.
nidulans, se llevé a cabo una transformacion heterdloga con el plasmido pLMG::amdS.
El proceso de construccidn de este plasmido se representa en la Figura 16 y se detalla
a continuacién. En primer lugar, se amplificé el gen amdS de A. nidulans a partir del
vector p3SR2 (Kelly y Hynes, 1985), utilizando los oligonucledtidos: amdS-NT y amdS-
CT. Por otro lado, se digirio el plasmido pLMG con Xbal y se generaron extremos romos
utilizando el fragmento Klenow de la ADN polimerasa. A continuacidn, se llevé a cabo
la ligacion del plasmido con el producto de PCR, dando como resultado el vector
pLMG::amdS que, finalmente, se linearizd6 mediante digestion con EcoRl para facilitar
su integracioén en el genoma del hongo.

El plasmido linearizado se utilizé para transformar protoplastos de T. harzianum
T34 siguiendo el método descrito por Cardoza y col. (2006), que es una optimizacion
del protocolo de obtencién de protoplastos descrito por Penttild y col. (1987), y que
esta detallado en el apartado 5.2 de Materiales y Métodos.
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BamHI-128-G'GTATC_C

PCR para amplificar el gen amdsS de A. nidulans.

HindIII - 3850 - A'AGCT_T

— Hindlll-7-A'AGCT_T
— Sail-541-G'TCGA_(

EcoRI-1-G'AATT C
HindIIl- 7 - A'"AGCT_T

Sall - 541 - G'TCGA_C

Xbal - 899 -T'CTAG_A
Sall - 905 - G'TCGA_C
Nsil - 915- A TGCA'T

HindIII - 1950 - A'AGCT_T

Digestion del plasmido pLMG con Xbal.
Tratamiento con Klenow.

/

Ligacion

EcoRI-1-G'AATT_C
HindIII - 7- A'AGCT T

Sall - 541 - G'TCGA C

pPLMG::amdS

Sall - 2805 - G'TCGA_C
Nsil - 2815-A_TGCA'T

Digestion con EcoRI

Sail - 280
Nsil - 28

| -
™ Al

5 - (
5-A
— HindlIl-3850- A’'AGCT_T

T

pLMG:amdS
6484 bp

Figura 16. Esquema de la construccion del plasmido pLMG::amdS. La enzima EcoRl se uso para linearizar

el plasmido. Para mas detalles, consultar el texto.
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Se obtuvieron 176 cepas capaces de crecer en el medio selectivo utilizado
(MSS), que contenia acetamida como fuente de nitrégeno. Las cepas transformadas se
estabilizaron mediante un proceso que consistid en tres pases sucesivos por medio
selectivo (MST), a los que siguié un cuarto pase por medio no selectivo (PPG) v,
finalmente, un ultimo pase por medio selectivo (MST) en el que se sembraron en estria
(Figura 17). A partir de las 45 cepas (un 79,2 % de los 176 transformantes iniciales) que
presentaron un crecimiento homogéneo, se generaron cultivos monospéricos en
medio PPG.

MSS transformacion

MST Selectivo 1
MST Selectivo 2

MST Selectivo 3

PPG no selectivo

Recogida de esporas

MST Selectivo
Siembra en estria

Figura 17. Esquema del proceso de seleccidn de cepas transformadas estables para el cardcter amdS+.
MSS, medio selectivo con sorbitol, MST, medio selectivo con Tritéon X-100, PPG, medio no selectivo.

3. CONFIRMACION DE LOS TRANSFORMANTES OBTENIDOS

3.1. MEDIANTE PCR

Se analizoé si el plasmido pLMG::amdS linearizado estaba presente en el genoma
de los 45 transformantes estables obtenidos. Inicialmente, se realizdé un escrutinio de
las cepas mediante PCR empleando el método descrito por van Zeijl y col. (1998) que
permite un anadlisis rapido de un gran nimero de muestras a partir de micelio
(apartado 6.1.2.2 de Materiales y Métodos). Se emplearon los oligonucleétidos gpd3F
y amdS-3 que amplifican un fragmento de 1.743 pb del plasmido, incluyendo parte del
promotor del gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa A (gpdA) y
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parte del gen amdS, ambos de A. nidulans. La cepa silvestre T. harzianum T34 se
empled como control negativo en las reacciones de PCR. En 15 de las cepas ensayadas
se pudo observar el producto de 1.743 pb. Los resultados obtenidos para algunos de
los transformantes aparecen recogidos en la Figura 18.

1.743pb

Figura 18. Productos de PCR obtenidos a partir de micelio, crecido y procesado como se explica en el
apartado 6.1.2.2 de Materiales y Métodos, de las cepas amdS4, amdS6, amdS55, amdS111, amdS116,
amdS122 y amdS148 (carriles 1 a 7) y de la cepa silvestre T. harzianum T34 (carril 8). Se utilizaron los
oligonucleétidos gpd3F y amdS-3. M: Marcador 1 kb DNA /adder X (Roche).

Para confirmar que estas 15 cepas presentaban en su genoma el plasmido
pLMG::amdS linearizado, se realizé una nueva amplificacion por PCR empleando como
molde ADN gendmico de dichas cepas y los oligonucledtidos Tcbh2-R y amdS-RT4, que
amplifican un fragmento de 1.328 pb del plasmido. La cepa silvestre T. harzianum T34
se empled, de nuevo, como control negativo en las reacciones de PCR. Los 15
transformantes presentaron la banda esperada de 1.328 pb mientras que la cepa
silvestre carecio de ella. En la Figura 19 se muestra el resultado de la amplificacion
para la cepa silvestre y seis de los transformantes.

—1.328pb

Figura 19. Productos de PCR obtenidos a partir de ADN gendmico de las cepas amdS4, amdS6, amdS55,
amdS111, amdS116y amdS122 (carriles 1 a 6) y de la cepa silvestre T34 (carril 7). Se utilizaron los
oligonucleétidos Tcbh2-R y amdSRT4. M: Marcador 100 pb Plus DNA /adder (Invitrogen).
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3.2. ANALISIS Southern blot DE LOS TRANSFORMANTES

Para analizar el nimero de copias del pldsmido pLMG::amdS que se habia
integrado en el genoma de las cepas transformadas se realizd un analisis tipo Southern
blot. Se digirieron 10 ug de ADN gendmico de cada cepa con EcoRV, que corta dos
veces en el plasmido linearizado, liberando un fragmento de 590 pb. La sonda utilizada
se prepard marcando con digoxigenina un producto de PCR de 2.203 pb, que incluia
parte del promotor del gen gpdA de A. nidulans, el gen amdS de A. nidulans y parte del
terminador del gen que codifica la celobiohidrolasa 2 (tcbh2) de T. reesei, obtenido
empleando los oligonucleétidos gpd3F y cbh2, y ADN del vector pLMG::amdS como
molde.

La sonda no hibridé con el ADN de la cepa silvestre, pero si con el de los
transformantes, demostrando que el plasmido pLMG::amdS se habia introducido en el
genoma de todos ellos. Las cepas amdS115, amdS107, amdS67 y amdS6 presentaron
tres bandas de hibridacién, una de ellas de 590 pb, indicando la insercién de una sola
copia del plasmido en su genoma. El resto de las cepas transformadas presentaron un
mayor nimero de bandas, resultado que sugiere la presencia de dos o mas copias del
plasmido (Figura 20).

16— —-c@ e BEEss

Figura 20. Analisis tipo Southern blot del ADN gendmico de las cepas transformadas amdS151 (1),
amdS148 (2), amdS125 (3), amdS122 (4), amdS116 (5), amdS115 (6), amdS111 (7), amdS107 (8), amdS94
(9), amdS67 (10), amdS63 (11), amdS55 (12), amdS21 (13), amdS6 (14), amdS4 (15) y de la cepa silvestre
T. harzianum T34 (16). EI ADN gendmico se digirid con EcoRV, la hibridacién se realizé en condiciones
restrictivas, y como sonda se utilizé un fragmento de 2.203 pb que incluia parte del promotor del gen
que codifica la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa A (gpdA) de A. nidulans, el gen amdS de A.
nidulans y parte del terminador del gen que codifica la celobiohidrolasa 2 (tcbh2) de T. reesei. Marcador
1 kb DNA /adder X (Roche).
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Para simplificar el nUmero de transformantes con los que llevar a cabo estudios
posteriores, se eligieron dos de ellos: amdS6 y amdS122, con una y dos copias del
pldsmido pLMG::amdS linearizado insertadas en su genoma, respectivamente.

3.3. ANALISIS DE LA EXPRESION DEL GEN amdS EN LOS TRANSFORMANTES

Para comprobar si la introduccion del plasmido pLMG::amdS en el genoma de
T. harzianum T34 daba lugar a la expresion del gen amdS, se realizé una Real Time PCR,
tal y como se indica en el apartado 7.3.4 de Materiales y Métodos.

El ARN total se extrajo de micelios obtenidos tras cultivar la cepa silvestre T34
y los dos transformantes en MM (Penttila y col., 1987) con acetamida 10 mM durante
4 horas, tal y como se describe en el apartado 4.1.1.3 de Materiales y Métodos. El
ADNc se sintetizd a partir de este ARN total (apartado 7.2.2.2.2 de Materiales vy
Métodos), y se utilizé como molde en las reacciones de Real Time PCR. Para analizar la
expresion del gen amdS se emplearon los oligonucleétidos amdS-RT1 y amdS-RT2,
disefiados sobre la ORF de dicho gen. Como control interno se utilizé el marcador SCAR
Q2413 especifico de T. harzianum T34 (Rubio y col., 2005), usando los oligonucleétidos
Q2413-fw y Q2413-rev. La especificidad de los productos de PCR se confirmdé mediante
electroforesis en un gel de agarosa, obteniéndose un fragmento de 153 pb para el gen
amdsS, y de 110 pb para el control interno.

Se observd expresion del gen amdS en las cepas amdS6 y amdS122, y no en la
cepa silvestre T34, siendo mayor el nivel de transcrito detectado en el transformante
amdS122, que contenia dos copias del plasmido pLMG::amdS linearizado en su
genoma (Figura 21).
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Figura 21. Analisis de expresidn del gen amdS de A. nidulans en T. harzianum T34 (condicidn basal) y los
transformantes amdS6 y amdS122 mediante Real Time PCR. El experimento se realizd con 1 pL de ADNc
obtenido a partir de ARN total extraido de micelio de las cepas crecidas en MM (Penttila y col., 1987)
suplementado con acetamida 10 mM durante 4 horas, tal y como se describe en el apartado 4.1.1.3 de

Materiales y Métodos. Como control interno se utilizé el marcador SCAR Q2413 (Rubio y col., 2005) de

T. harzianum T34. Se tomd como valor de la condicién basal 2‘AAG: 1.
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4. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS TRANSFORMANTES

Con objeto de analizar si la expresidon heterdloga del gen amdS de A. nidulans
afectaba a la capacidad de crecimiento, esporulacion y/o pigmentacion de T.
harzianum en medio PDA o PDA conteniendo distintos tipos de amidas, se realizd un
ensayo en placa, tal y como se describe en el apartado 9 de Materiales y Métodos.

El crecimiento de los transformantes amdS6 y amdS122 fue mayor que el de T.
harzianum T34 tanto en medio PDA como en PDA suplementado con acetamida,
formamida o urea (Tabla 14). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas
de crecimiento entre las tres cepas en medio PDA suplementado con acrilamida (Tabla
14).

Tabla 14. Area de crecimiento (sz) de la cepa silvestre T34 y de los transformantes amdS6 y
amdS122 en medio de cultivo PDA, PDA suplementado con 10 mM de acetamida, acrilamida,
formamida o urea, tras 72 horas de incubacion a 28°C. Los valores con las mismas letras dentro de una

misma columna no mostraron diferencias significativas entre si (P < 0,05) segun el test de Duncan.

33,05+2,57° | 35,62+1,69° 26,12 +0,69° 37,44 + 3,42° 42,45 +2,07°
4537+1,19° | 43,80+1,79° | 24,95+1,77° 41,29 + 1,14 45,57 +0,69"
45,96 +0,60° | 43,01+0,58° | 27,19+1,16 42,62 + 0,67 46,57 +1,59°

Por otro lado, el nimero de esporas en los dos transformantes fue menor que
en la cepa silvestre en todos los medios de cultivo ensayados excepto en PDA sin
suplementar con amidas, medio en el que no se observaron diferencias significativas
de esporulacién entre el transformante amdS6 y T34 (Tabla 15).

Tabla 15. Grado de esporulacion (108 esporas/ml) de la cepa silvestre T34 y de los
transformantes amdS6 y amdS122 en medio de cultivo PDA, PDA suplementado con 10 mM de
acetamida, acrilamida, formamida o urea, tras 9 dias de incubacién a 282C. Los valores con las mismas
letras dentro de una misma columna no mostraron diferencias significativas entre si (P < 0,05) segun el
test de Duncan.

5,66 +0,58° | 5,71 0,29 2,75 + 0,06 3,60 + 0,04° 1,92 +0,09°
5,35+0,44° | 2,21+0,13° 0,87 +0,06" 1,75 +0,22" 1,12+0,12°
4,04+0,31° | 2,67+0,13° 0,79 £ 0,16° 2,08 +0,07° 0,75 £ 0,29°
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También se pudieron observar diferencias de pigmentacién en placas de PDA
con acetamida 10 mM que contenian cultivos de las cepas T34, amdS6 o amdS122,
siendo esta pigmentacidon mayor en las placas de los transformantes (Figura 22).

Figura 22. Pigmentacién de las colonias de T. harzianum T34, amdS6 o amdS122 desarrolladas en medio
PDA suplementado con acetamida 10 mM tras 72 horas de incubacién a 28°C.

El estudio fenotipico de los transformantes se completé mediante un ensayo de

crecimiento en PDB o PDB suplementado con distintos tipos de amidas, tal y como se

describe en el apartado 9 de Materiales y Métodos. Tras 48 horas, los micelios

obtenidos se liofilizaron y se pesaron. Al igual que sucedié en PDA, el crecimiento de

los transformantes fue mayor que el de la cepa silvestre en todos los medios

ensayados, a excepcion del medio PDB suplementado con acrilamida que el que no se

observaron diferencias significativas (Tabla 16).

Tabla 16. Peso del micelio liofilizado (mg) de la cepa silvestre T34 y de los transformantes

amdS6 y amdS122 en medio de cultivo PDB, PDB suplementado con acetamida 10 mM, con acrilamida
10 mM, con formamida 10 mM o con urea 10 mM, tras 48 horas de incubacién a 282C. Los valores con
las mismas letras dentro de una misma columna no mostraron diferencias significativas entre si (P <

0,05) segln el test de Duncan.

156,67 +5,77°

163,33 +5,77°

146,67+ 5,77°

180,00 + 10,00°

116,67 + 15,27°

173,33 +5,77°

190,00 + 10,00°

153,33+ 5,77°

206,67 £ 5,77°

186,66 + 5,77

180,00 + 10,00°

193,33 + 15,27°

156,66 + 5,77°

203,33 + 15,27°

190,00 + 10,00°

Por otro lado, se midi6 el pH de los sobrenadantes obtenidos de dichos cultivos,

y se pudo observar un aumento del mismo en el caso de los transformantes respecto a

la cepa silvestre, siendo mdas pronunciado en presencia de acetamida, formamida vy

urea (Tabla 17).
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Tabla 17. Valores de pH de los sobrenadantes de la cepa silvestre T34 y de los transformantes
amdS6 y amdS122 en medio de cultivo PDB, PDB suplementado con 10 mM de acetamida, acrilamida,
formamida o urea, tras 48 horas de incubacion a 282C. Los valores con las mismas letras dentro de una

misma columna no mostraron diferencias significativas entre si (P < 0,05) segln el test de Duncan.

4,9+0,1° 4,6+0,1° 3,6+0,1° 46+0,1° 4,7 +0,1°
52+0,2° 5,5+0,1° 4,0+0,2° 4,8+0,1° 5,6+0,2°
56+0,1° 6,3+0,1° 42+0,2° 6,6+0,1° 6,8+0,1°
5,7+0,1° 6,7 +0,1° 4,2+0,1° 6,7+0,1° 7,0£0,2°

5. LIBERACION DE AMONIO AL MEDIO DE CULTIVO

La acetamidasa es una enzima capaz de hidrolizar la acetamida liberando
amonio y acetato. La funcionalidad de esta enzima se puede evaluar a través de la
liberacion de amonio al medio de cultivo. Con este fin, la cepa silvestre T34 y los
transformantes amdS6 y amdS122 se cultivaron en PDB solo o en presencia de
distintas amidas a una concentracion de 10 mM (apartado 4.1.1.2 de Materiales y
Métodos). Tras 48 horas de incubacién se recogieron los sobrenadantes por filtracion
mediante vacio y, posteriormente, se midié la cantidad de amonio presente en los
mismos (apartado 10 de Materiales y Métodos).

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 18. Se pudo observar que los
dos transformantes eran capaces de liberar mas amonio al medio de cultivo que la
cepa silvestre en todas las condiciones ensayadas, incluso en el medio basal, en
ausencia de cualquier amida que pudiese actuar como Unica fuente de carbono y de
nitrogeno. Estas diferencias entre T34 y los transformantes fueron estadisticamente
significativas después de analizar los datos mediante el test de Duncan.

Tabla 18. Concentraciéon de amonio (mM) presente en los sobrenadantes de la cepa silvestre
T34 y de los transformantes amdS6 y amdS122 tras su crecimiento, durante 48 horas en PDB o PDB
suplementado con acetamida 10 mM, con acrilamida 10 mM, con formamida 10 mM o con urea 10
mM. Cada valor es la media de tres medidas + desviacién estdndar. Los valores con las mismas letras
dentro de una misma columna no mostraron diferencias significativas entre si (P < 0,05) segun el test de

Duncan.

63,43 +2,14° 55,33 + 4,06° 15,33 +1,09° 62,95+ 2,89° 22,95 +2,06°
106,52 + 1,80° 135,57 + 3,78" 22,24 +1,49° 159,62 +5,02° | 155,81+ 5,46"
110,10 + 0,82° 157,71+ 4,68° 22,48 +1,80° 160,10+ 4,12° | 136,05 +5,73°
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6. EFECTO DE LOS TRANSFORMANTES amdS de Trichoderma SOBRE PLANTAS DE
TOMATE

6.1. ENSAYOS in vitro

Para evaluar el efecto de T. harzianum T34 y los transformantes amdSé6 vy
amdS122 sobre el crecimiento y el desarrollo de plantas de tomate, inicialmente se
realizd un ensayo de interaccién in vitro, tal y como se describe en el apartado 4.1.2.2
de Materiales y Métodos.

Este ensayo in vitro mostrdé que las tres cepas de Trichoderma ejercian un
efecto beneficioso en el desarrollo del tallo de las plantulas de tomate, siendo mucho
mayor el efecto causado por los transformantes que por la cepa silvestre (Tabla 19).
Estas diferencias fueron estadisticamente significativas después de analizar los datos
mediante el test de Duncan.

Tabla 19. Longitud (cm) de la parte aérea de plantulas de tomate sin tratar (control), tratadas
con la cepa silvestre T. harzianum T34 y tratadas con los transformantes amdS6 y amdS122. Cada valor
es la media de 15 medidas + su desviacién estandar. Los valores con distintas letras mostraron
diferencias significativas entre si (P < 0,05) segun el test de Duncan.

Condicion Longitud del tallo (cm)
Control 3,91 +0,15°
T34 4,36 +0,14°
amds6 4,86 +0,15°
amdS122 5,12 +0,11°

6.2. ENSAYOS in vivo

Posteriormente, se realizé un ensayo de interaccién in vivo, tal y como se
describe en el apartado 4.1.2.3 Materiales y Métodos, y se midié la longitud del tallo y
de la raiz de las plantas de tomate 3 semanas después de la siembra de las semillas.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 20. Se pudo observar que T.
harzianum T34 aumentaba la longitud del tallo y raices de las plantas de tomate.
Ademads, las plantas procedentes de semillas recubiertas con los transformantes
amdS6 y amdS122 presentaron mayor longitud, tanto de tallo como de raiz principal,
gue las procedentes de semillas recubiertas con la cepa silvestre.
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Tabla 20. Efecto de las cepas T34, amdS6 y amdS122 de T. harzianum en el crecimiento de
plantas de tomate. Las longitudes de raices y tallos corresponden a plantas de 3 semanas sin tratar
(control), o tratadas con las cepas T34, amdS6 o amdS122. Cada valor es la media de 24 medidas * su
desviacion estandar. Los valores con las mismas letras dentro de una misma columna no mostraron
diferencias significativas entre si (P < 0,05) segln el test de Duncan.

19,1 +2,2° 9,3 +0,9°
20,7£2,2° 10,2 0,9
22,3+3,1° 11,5 +0,8°
23,5+2,8° 12,3+0,7°

6.3. MEDIDA DEL NITROGENO Y CARBONO EN PLANTAS DE TOMATE

Para evaluar el efecto de los transformantes de Trichoderma que expresan el
gen amdS de A. nidulans en el estatus nutricional de plantas de tomate, se determiné
la cantidad de nitrégeno y carbono presente en la parte aérea de las mismas segun el
apartado 12 de Materiales y Métodos.

Tabla 21. Contenido total de nitrégeno y carbono en plantas de tomate tratadas con agua, y
con las cepas T34, amdS6 y amdS122. Cada valor es la media de 5 medidas (cada una con 5 plantas) +
su desviacidon estandar. Los valores con las mismas letras dentro de una misma columna no
mostraron diferencias significativas entre si (P < 0,05) segun el test de Duncan.

9,59 +0,47° 69,44 + 7,32°
12,54 +0,78° 84,76 +5,27"
14,69 + 1,40° 98,65 + 7,05¢
16,18 + 2,47¢ 107,19 +9,29°

Los resultados demostraron que las plantas de tomate pildoradas con T.
harzianum T34 tenian un contenido mayor tanto en nitrégeno como en carbono, y que
este contenido era aun mayor en las plantas de tomate tratadas con los dos
transformantes amdS.

7. ENSAYOS ANTIFUNGICOS in vitro EN CULTIVOS DUALES

Con objeto de conocer si la expresion del gen amdS de A. nidulans en T.
harzianum T34 afectaba a la capacidad antifungica de esta cepa de biocontrol, se
enfrentaron la cepa silvestre y los dos transformantes a los hongos fitopatdgenos F.
oxysporum f. sp. lycopersici, R. solani, B. cinerea y al oomiceto fitopatégeno P.
ultimum, mediante cultivo dual (apartado 11 de Materiales y Métodos).
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De forma general, se pudo observar como frente a R. solani, B. cinerea y P.
ultimum el mecanismo de biocontrol predominante en T. harzianum fue el
micoparasitismo, ya que el antagonista sobrecrecié la colonia del patégeno; mientras
que frente a F. oxysporum el antagonista actud principalmente por competicion,
rodeando por completo, sin saltar, al patégeno. No se observaron diferencias de
comportamiento entre las tres cepas de Trichoderma estudiadas frente a estos cuatro
patdgenos en las condiciones ensayadas.

8. ANALISIS DEL TRANSCRIPTOMA DE PLANTAS DE TOMATE EN SU INTERACCION
CON T. harzianum T34 Y LOS TRANSFORMANTES amdS

Con objeto de determinar el papel que desempeia el gen amdS en la
interaccion de T. harzianum con plantas de tomate, se analizé el transcriptoma de S.
lycopersicum en su interaccién con la cepa silvestre T34 de T. harzianum y con los
transformantes amdS6 y amdS122. Para ello se utilizaron los microarrays comerciales
de oligonucledtidos GeneChip Tomato Genome Array (Affymetrix). El proceso de
tratamiento e hibridacién de las muestras se llevé a cabo en la Unidad de Gendmica y
Protedmica de la Universidad de Salamanca (UPG-USAL).

En estos ensayos se utilizaron plantas de tomate de 3 semanas, que provenian
de semillas recubiertas con esporas de T34, con esporas de los transformantes amdS6
o0 amdS122, o con agua en el caso de los controles, germinadas y crecidas en tierra
comercial autoclavada y en condiciones controladas de invernadero, segln se detalla
en el apartado 4.1.2.3. de Materiales y Métodos. Transcurrido este tiempo, se recogié
la parte aérea de las plantas, se congeld rapidamente en nitrégeno liquido y se extrajo
el ARN, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 6.2.2 de Materiales y Métodos.
Se utilizaron tres réplicas biolégicas por condicidén y cinco plantas por cada réplica.

Una vez obtenido el ARN total de cada réplica, éste se envié a la UPG-USAL
donde se realizé el analisis del ARN y la obtencidon del ADNc, el marcaje de las sondas y
su posterior hibridacion con los GeneChip Tomato Genome Array (Affymetrix), como se
describe en los apartados 8.3.2, 8.4.2.2 y 8.5.2 de Materiales y Métodos,
respectivamente. El tratamiento estadistico de los datos se realizé en la forma descrita
en el apartado 13.3.1 de Materiales y Métodos.

8.1. ANALISIS GENERAL DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Los perfiles de expresion obtenidos tras el analisis de los microarrays de plantas
de tomate en respuesta a la presencia de las distintas cepas de T. harzianum, en
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comparacion con aquellos obtenidos con la planta sola, fueron similares en las tres
réplicas bioldgicas realizadas.

De un total de 10.038 juegos de sondas contenidos en los microarrays de
tomate, 185 (1,84%) presentaron cambios significativos de expresidon, de al menos dos
veces (FC=2 y FDR: 0,10) en respuesta a la presencia de cepas de T. harzianum con
respecto a los controles sin Trichoderma.

En la Figura 23 se muestra la distribucién de esos 185 juegos de sondas,
expresados diferencialmente mediante un diagrama de Venn.

Figura 23. Diagrama de Venn que representa el nimero de juegos de sondas de los microarrays de
tomate que presentaron cambios significativos de expresion en respuesta a la presencia de T34 (verde
claro), amdSé6 (rojo) y/o amdS122 (azul oscuro) en comparacién con la planta sin Trichoderma.

Unicamente un juego de sondas se expresé diferencialmente en comun en
plantas de tomate en interaccidn con T34, amdS6 y amdS122 respecto a las plantas
control (Tabla 22). Este juego de sondas correspondié a un gen que codifica una
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), enzima relacionada con el metabolismo de
carbohidratos, y presentd un aumento de expresidn en plantas en interaccién con los
transformantes amdS y un descenso en la interaccién con la cepa silvestre T34.
Ademads, se pudieron observar mayores niveles de transcrito de un gen que codifica
una neril-difosfato sintetasa 1, relacionada con el metabolismo secundario, y de un
gen que codifica una proteina inhibidora de la catepsina D, relacionada con
mecanismos de defensa, tanto en plantas de tomate en interaccidon con T34 como con
amdS6, mientras que dichos niveles no se modificaron significativamente en plantas en
interaccion con amdS122 (Tabla 22). También se observé una menor expresiéon de un
gen que codifica una proteina anotada en el genoma humano como “hemoglobina de
clase 1 no simbidtica” (nsHb1), enzima relacionada con la asimilacién de nitréogeno, en
plantas en interaccion con T34, mientras que dicha expresion aumentd en la
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interaccion con amdS122 (Tabla 22). Este gen también presenté un mayor nivel de
transcrito en plantas en interaccién con amdS6 pero con un FC<2 por lo que no
aparece reflejado en el diagrama de Venn.

Una descripcion mas detallada de todos estos genes aparece recogida en el
apartado siguiente.

8.2. GENES DE PLANTAS DE TOMATE EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE EN
RESPUESTA A T. harzianum T34

Un total de nueve juegos de sondas mostraron cambios estadisticamente
significativos (FC>2 y FDR: 0,10) en su expresién en la interaccion de plantas de tomate
con T. harzianum T34 (Figura 23): seis de ellos aumentaron su expresién
(sobrerregulados), tres de los cuales mostraron homologia con proteinas hipotéticas de
funcién desconocida; y otros tres la disminuyeron (infrarregulados) (Tabla 22).

Tabla 22. Resumen de los juegos de sondas que mostraron diferencias significativas (FC=2 y
FDR: 0,1) de expresion en plantas de tomate en interaccidén con T34 en comparacion con plantas control
sin Trichoderma. Estos juegos de sondas se agruparon en seis procesos fisioldgicos diferentes, y su
descripcion se basé en la homologia con secuencias presentes en la base de datos UNIPROT, empleando

el algoritmo BLAST y considerando un valor E<10”.

Fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK)

Treonina desaminasa 1

ok

Neril-difosfato sintetasa 1 1

Hemoglobina de clase 1 no -
simbidtica (nsHb1)
Inhibidor de Catepsina D 1
Defensina (PDF1.2) 1

EZ3

* Juego de sondas cuya expresidon también se modifico en plantas de tomate en interaccién con amdSé y
con amdS122, siendo en estos casos sobrerregulado.

** Juegos de sondas cuya expresion también se modificd en plantas de tomate en interaccidon con
amdS6, siendo en este caso también sobrerregulado.

*** Juego de sondas cuya expresion también se modificé en plantas de tomate en interaccidon con
amdS122, siendo en este caso sobrerregulado.
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Estos juegos de sondas se agruparon en seis procesos fisiologicos diversos. Se
pudo observar un aumento de expresion de varios genes que codifican enzimas
relacionadas con la defensa de las plantas frente a insectos herbivoros y/o patégenos
como es el caso de una treonina desaminasa (Gonzales-Vigil y col., 2011), enzima
implicada en la degradacién del aminoacido esencial treonina y que también se ha
relacionado con la respuesta de las plantas frentes a estreses abidticos (Joshi y col.,
2010); de una neril-difosfato sintetasa 1, implicada en la sintesis de monoterpenos
(Schilmiller y col., 2009; Zhang y col., 2013); y de una inhibidora de catepsina D (Lisén y
col., 2006); aunque también se observd una menor expresion del gen PDF1.2 que
codifica una defensina (Thommay col., 2002).

Los datos de los microarrays de tomate también mostraron una disminucién de
la expresion de un gen que codifica una nsHb1, enzima relacionada con la nutricién
mineral de las plantas y la asimilacién de nitrégeno (Wang y col., 2003), asi como de
una PEPCK, enzima implicada en el metabolismo del carbono con funciones muy
diversas como la asimilaciéon del CO, atmosférico o la reposicién de intermediarios del
TCA consumidos durante la biosintesis y la asimilacién de nitrégeno (O'Leary y col.,
2011).

8.3. GENES DE PLANTAS DE TOMATE EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE EN
RESPUESTA A LOS TRANSFORMATES amdS6 Y amdS122

Un total de 105 juegos de sondas mostraron cambios estadisticamente
significativos (FC>2 y FDR: 0,1) en su expresion en la interaccion de plantas de tomate
tanto con el transformante amdS6 como con el amdS122 (Figura 23): seis de ellos
(5,8%) aumentaron su expresion (sobrerregulados) y 99 (94,3%) la disminuyeron
(infrarregulados) (Tabla 23).

Estos juegos de sondas se agruparon en varios procesos fisioldgicos, siendo la
transcripcion y traduccién, la senalizacidon, el metabolismo de carbohidratos y la
defensa los procesos mas afectados (Tabla 23).

En relacién a los procesos de transcripcién vy traduccién, se vieron
infrarregulados 15 juegos de sondas, 14 de los cuales correspondieron a factores de
transcripcion: cinco de tipo WRKY, implicados en la regulacion de varios procesos
fisioldgicos de las plantas como la defensa, la senescencia o el desarrollo de los
tricomas (Eulgem y col.,, 2000); tres de tipo ZPT2, que actlan como represores
transcripcionales incrementando la tolerancia de las plantas a diversas condiciones
ambientales (Sakamoto y col., 2004); dos con un dominio NAC, que juegan un papel
importante no solo en el crecimiento de las plantas sino también en la tolerancia a
estreses abidticos y bidticos (Nuruzzaman y col.,, 2013); dos de respuesta a ET,
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activadores de las respuestas de defensa de las plantas (Gu y col., 2002); y otros dos
mas generales de funcién desconocida.

Respecto al proceso de sefializacion, destacé la infrarregulacion de cinco juegos
de sondas correspondientes a genes que codifican proteinas quinasas, enzimas
implicadas en respuestas a diversas sefiales como la luz, la invasién de patégenos,
hormonas, estrés de temperatura o déficit de nutrientes (Stone y Walker, 1995); asi
como de cuatro juegos de sondas correspondientes a receptores de membrana y
proteinas elicitoras relacionados con defensa y resistencia a enfermedad (Ron y Avni,
2004; El Oirdi y Bouarab, 2007).

La relevancia del metabolismo de carbohidratos en la interaccién de plantas de
tomate con los transformantes amdS quedd de manifiesto con la sobrerregulacion de
cuatro juegos de sondas, dos de los cuales correspondieron a genes que codifican una
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), uno que codifica una PEPCK, y otro que codifica
una celulasa; y con la infrarregulacién de nueve juegos de sondas, correspondientes a
genes que codifican diversas enzimas como fosfoglicerato  mutasas,
deshidrogenasas/reductasas, glicosiltransferasas, endoquitinasas, xiloglican endo-
transglicosilasas, invertasas y acetilglucosaminidasas.

También se pudieron observar 12 juegos de sondas infrarregulados
relacionados con las respuestas de defensa de la planta frente a distintos
microorganismos patogenos como es el caso de homdlogos de los genes hsr203J y
NtEIG-E80, que se inducen en la interaccion de plantas de tabaco con Pseudomonas
(Pontier y col., 1994; Takemoto y col., 2003); del gen enhanced disease susceptibility 1
(EDS1) un nodo necesario para la resistencia mediada por receptores de membrana y
citoplasmaticos (Hu y col., 2005); de un gen que codifica una proteina de tipo ASC1,
encargada de evitar el bloqueo en la sintesis de esfingolipidos inducido por una toxina
de Alternaria (Spassieva y col., 2002); de otro gen que codifica una proteina de tipo
ATL2, que es una ubiquitina ligasa que participa en las vias de sefializacién de defensa
(Serrano y Guzmadn, 2004); de un gen que codifica una proteina de tipo PR-5x,
relacionada con la respuesta SAR; de genes que codifican proteinas de resistencia a
Verticillum y Phytophtora; o genes que codifican una miraculina, una ATPasa, o una
prolil 4-hidrolasa.

En cuanto a la asimilacion de nitrégeno, se observd la sobrerregulacién de un
gen que codifica una nitrato reductasa (NR). Esta enzima cataliza la primera etapa en la
reduccion de nitrato a nitrito. Dado que el nitrito formado es altamente reactivo y
potencialmente tdxico, las células vegetales lo transportan inmediatamente después
de ser generado para reducirlo a amonio, gracias a la enzima nitrito reductasa, que
también presentd aumentada su expresion en plantas de tomate en interaccion con
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ambos transformantes, aunque no aparece recogido en la tabla ya que en amdS6 tuvo
un FC<2 (1,78). Lo mismo sucedidé con el gen que codifica una nsHb1, enzima que se
induce facilmente por nitrato, nitrito y éxido nitrico (NO), y que aumentd su expresion
en plantas en interaccién con el transformante amdS122 con un FC de 3,38, aunque en
interaccion con amdSé fue de 1,92.

En la interaccién de plantas de tomate con los transformantes también se
observé una disminucion en la expresidn de genes relacionados con el metabolismo de
lipidos y acidos grasos, aminodacidos, acidos carboxilicos, y el metabolismo secundario
y energético, asi como de varios genes implicados en transporte, detoxificacion, union
a calcio, respuesta hormonal, respuesta a estrés abidtico y procesos postraduccionales.

Tabla 23. Resumen de los juegos de sondas que mostraron diferencias significativas (FC>2 y
FDR: 0,10) de expresidn tanto en plantas de tomate en interaccion con el transformante amdS6 como
en interaccién con amdS122 en comparacién con plantas control sin Trichoderma. Estos juegos de
sondas se agruparon en 18 procesos fisiologicos diferentes, y su descripcidon se basd en su homologia

con secuencias presentes en la base de datos UNIPROT, empleando el algoritmo BLAST y considerando
un valor E<10°.

Fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC)

Fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK)

Endo-1,4- B-glucanasa
(celulasa)

Fosfoglicerato mutasa 1

Deshidrogenasa/reductasa de
cadena corta

Xiloglican endo-transglicosilasa

Glicosiltransferasa

Endoquitinasa

RPN N

Invertasa

Endo-B-N-
acetilglucosaminidasa

[uny

Acil-CoA sintetasa

Fosfolipasa

3-cetoacil-CoA tiolasa

Prefenato deshidrogenasa

RIN|IN|R|~

Arogenato deshidratasa

5-enolpiruvil shikimato-3-
fosfato sintetasa

Benzoil-coenzima A: bencil
alcohol benzoil transferasa

Tiramina hidroxicinamoil 1
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transferasa

Alcohol deshidrogenasa 1

Nitrato reductasa (NR)

Receptores/Proteinas
elicitoras

Ubiquitina ligasa

Proteina quinasa

Proteina de unién con dominio
DC1

Factores de transcripcion 14

Proteina ribosémica 60S 1

Proteina de respuesta a auxina

ACC oxidasa

Proteina de respuesta a ABA

Proteina NtEIG-E80

Proteina HSR203)J

Proteina tipo hinl

Miraculina

RlRrRrR|Rr[R|RLR|N

AAA ATPasa

Proteina de resistencia a

[EEY

Verticillium

EDS1

Proteina ASC1

Proteina ATL2

Proteasa 1 inhibidora de
Phytophtora

Proteina relacionada con
patogénesis PR-5x

Prolil 4-hidroxilasa

lones metalicos

Transportador de hexosas

Transportador de
dicarboxilatos

Transportador de lipidos 1

Intercambiador
sodio/hidrégeno

Transportador de proteinas 1

Citocromo P450
monooxigenasa

Glutation S-transferasa

Metaloproteasa

Aspartil proteasa

(GRS

Proteinas de unién a calcio

Proteina inhibidora de
metilesterasa
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Peroxidasa de pared celular 1
Dicianina 1
Proteinaricaen N 1
Proteina de choque térmico 2
1 11

8.4. CONFIRMACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE Real Time PCR

Con objeto de confirmar los resultados obtenidos en los microarrays de tomate,
se realizé un analisis de la expresiéon, mediante Real Time PCR, de algunos genes
seleccionados. Para ello, se recogié la parte aérea de plantas de tomate de 3 semanas
procedentes de semillas recubiertas con agua (control), con esporas de la cepa silvestre
T34 y de los transformantes amdS6 y amdS122 segun se describe en el apartado 4.1.2.3
de Materiales y Métodos.
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Figura 24. Andlisis de la expresidn relativa de genes seleccionados mediante Real Time PCR. Se empled
la parte aérea de plantas de tomate de 3 semanas procedentes de semillas recubiertas con agua
(control), con esporas de la cepa silvestre T34 y de los transformantes amdS6 y amdS122 (apartado
4.1.2.3 de Materiales y Métodos). Como control interno se utilizé el gen de la actina. Como condicidn
basal se utilizo el nivel de expresidon detectado para cada uno de los genes en las plantas de tomate sin
inocular con Trichoderma T34. Se tomé como valor de la condicién basal 2% =1. Abreviaturas de los
genes: PCK, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) (AAF19403); BGP, endo-1,4-B-glucanasa
(AAAB69908); NR, nitrato reductasa (P17570); Avr9N, glicosiltransferasa (AAG43554); HTTP, tiramina

hidroxicinamoil transferasa (AAL99189) y PLDB1, fosfolipasa (AAG45487)

El ARN total, obtenido con el método del TRIZOL® (apartado 6.2.1 de Materiales y
Métodos) se retrotranscribié utilizando oligo dT, tal y como se indica en el apartado
7.2.2.2 de Materiales y Métodos. El ADNc asi generado se empled como molde en las
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diferentes reacciones de PCR. Se utilizaron los oligonucleétidos PCK-fw y PCK-rev, para el
gen que codifica una PEPCK; BGP-fw y BGP-rev, para el gen que codifica una endo-1,4-B-
glucanasa (celulasa); NR-fw y NR-rev, para el gen que codifica una NR; HTTP-fw y HTTP-
rev, para el gen que codifica una tiramina hidroxicinamoil transferasa; PLDB1-fw y
PLDB1-rev , para el gen que codifica una fosfolipasa; y AvrON-fw y Avr9N-rev, para el
gen que codifica una glicosiltransferasa. Como control interno se utilizd el gen que
codifica la actina, usando los oligonucledtidos Actina-fw y Actina-rev. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 24.
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Las plantas han desarrollado sistemas de captacién de nitrégeno para hacer
frente a la disponibilidad heterogénea de este elemento en el suelo. La forma que
tienen las plantas para incorporar nitrégeno y transportarlo, a diferentes
concentraciones a los distintos érganos, se conoce como “rutas auténomas”, mientras
que el nitrégeno aportado por la gran variedad de microorganismos que interactian y
viven en asociacidn con las plantas se incorpora a las mismas por medio de un
mecanismo conocido como “rutas asociadas”. La gran mayoria de estas rutas asociadas
tiene lugar en la rizosfera. Las rutas auténomas han sido objeto de frecuente
investigacion (Vidal y Gutiérrez, 2008; Krouk y col., 2010; Kraiser y col., 2011) y los
estudios sobre rutas asociadas, mas alld de la fijacién de nitrégeno llevada a cabo por
la asociacién simbidtica Rhizobium-leguminosa, han sido mas escasos. Posiblemente, la
principal adaptacion de la planta para asegurar una adecuada adquisicién de nitrégeno
consiste en modular la arquitectura del sistema radical en respuesta a la disponibilidad
de nutrientes nitrogenados (Kraiser y col., 2011) y es bien sabido que las plantas
sometidas a altas concentraciones de nitrato o amonio adquieren una alta plasticidad
radical, en forma de cambios en el crecimiento de la raiz principal y la proliferacién de
raices laterales (Zhang y Forde, 2000).

El nitrégeno y el fdsforo se encuentran entre los elementos mas limitantes del
crecimiento de las plantas, ya que a menudo se hallan en pequefias cantidades o en
una forma que no puede ser utilizada por éstas. Asi, muchas especies vegetales han
coevolucionado con microorganismos para desarrollar relaciones simbidticas
mutualistas, como es el caso de muchos hongos y bacterias del suelo (Morgan vy
Connolly, 2013).

Investigaciones previas llevadas a cabo en nuestro laboratorio sirvieron para
caracterizar el gen Thctf1 de T. harzianum y analizar su potencial antagonista frente a
distintos hongos fitopatégenos (Rubio y col., 2009). Cuando al principio de esta Tesis
Doctoral se recubrieron semillas de tomate con cepas que tenian interrumpido este
gen, observamos un enorme desarrollo de la raiz principal. En las plantas obtenidas de
dichas semillas, podria pensarse que la pérdida de funcion del factor de transcripcién
Thctfl, relacionado con la sintesis de 6PP (Rubio y col.,, 2009) podia favorecer el
crecimiento de las plantas. Sin embargo, estudios realizados con T. atroviride
demostraron que las 6PP tenian un efecto positivo sobre |la precocidad y desarrollo del
sistema radical de plantas de tomate y de colza (Vinale y col.,, 2008a). Cuando
recubrimos semillas de tomate con el mutante de integracion ectdpica AJ3-16, que
mantenia intacto el gen Thctfl pero presentaba el cassette de transformacién utilizado
insertado al azar en su genoma, pudimos observar en las plantas un desarrollo similar
al observado en la interaccién con los disruptantes AThctfl. Este hecho descarté que
la promocién del desarrollo del sistema radical de las plantas de tomate pudiera
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deberse a la interrupcion del gen Thctfl. Analizando qué tenian en comun los
disruptantes AThctf1 y el mutante AJ3-16, que no estuviera presente en el genoma de
la cepa silvestre, comprobamos que todos ellos expresaban el gen marcador de
seleccion amdsS de A. nidulans, por lo que decidimos llevar a cabo la expresion de este
gen en T. harzianum T34, de forma mas sencilla, sin necesidad de incorporarlo a
construcciones para la disrupcién de otros genes.

Las amidasas estan involucradas en la reduccion de compuestos con grupos
amido, liberando nitrégeno y carbono (Chebrou y col., 1996). Asi, la hidrélisis de
acetamida rinde amonio y acetato como productos de reaccién. El gen amdS de A.
nidulans ha sido extensamente estudiado (Hynes y Pateman, 1970, Hynes y Dauvis,
2004), comprobdndose que la enzima codificada por este gen presenta actividad
hidrolitica sobre amidas alifaticas, como es el caso de acetamida, propionamida,
butiramida, valeramida, hexamida, glicolamida y urea (Hynes y Pateman, 1970; Chacko
y col., 2009).

Una vez llevada a cabo la insercion satisfactoria del gen amdS en el genoma de
T. harzianum T34, a partir de los resultados obtenidos en un analisis tipo Southern blot
para varios transformantes, se eligieron las cepas amdS6 y amdS122 que contenian
una y dos copias del gen, respectivamente. Por otro lado, mediante un anadlisis de Real
Time PCR, se comprobd que la cepa silvestre T34 no mostraba expresion del gen,
guedando asi demostrada la ausencia de genes ortélogos en su genoma. Ademas, se
observd que ambos transformantes presentaban un nivel de expresién proporcional al
numero de copias que se integraron en sus respectivos genomas.

Al estudiar si la expresiéon del gen amdS en el genoma del hongo afectaba a su
fenotipo cuando se crecia en medios de agar suplementados o no con distintas amidas,
se pudo observar como en todos los casos el crecimiento de los transformantes fue
significativamente mayor que el de la cepa silvestre T34, excepto en acrilamida. El
analisis fenotipico de los transformantes se completd con un estudio de esporulacién.
La produccion de conidios es un proceso fisiolégico que se ha relacionado con la
respuesta a falta de nutrientes en distintas especies de Trichoderma, como un reto
importante para su supervivencia (Mukherjee y col., 2003; Carreras-Villasefior y col.,
2005). La deteccidn de menor esporulacién en los transformantes podria ser indicativo
de que el gen amdS es capaz de hidrolizar amidas para utilizarlas como fuente de
nitrogeno y carbono en su propio beneficio. Ademas, las amidas téxicas podrian
ejercer un efecto negativo sobre el crecimiento y un aumento de la esporulaciéon en la
cepa silvestre, efecto contrario al observado en las colonias de los dos transformantes
amdS. Sin embargo, el hecho de que se detectara mayor crecimiento miceliar y menor
esporulacion en las colonias de los transformantes amdS crecidas en PDA, respecto a la
cepa silvestre, podria explicarse por la propia composicién de este medio indefinido y
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por la presencia de algin componente del medio susceptible de ser hidrolizado por la
enzima amdS. En las placas suplementadas con acetamida se observaron cambios en la
pigmentacion cuando se inocularon con los transformantes amdS, en comparacion con
la cepa silvestre T34. Este hecho podria explicarse por la basificacion del medio
provocada por el amonio liberado como consecuencia de la actividad amidasa.

La funcionalidad de la amidasa en T. harzianum también se constato, en
cultivos de PDB suplementados con acetamida, acrilamida, formamida y urea.
Interesantemente, T34 presentdé menor crecimiento miceliar en urea vy
proporcionalmente fue en este medio en el que los dos transformantes presentaron
mejor comportamiento. Ademas, la mayor subida de pH detectada en cultivos de los
dos transformantes se observé en PDB suplementado con acetamida, formamida y
urea. El comportamiento en medio liquido fue similar al detectado en cultivos en
medio sélido, pese a que cabria esperar que el amonio liberado al medio por la
actividad amidasa fuera consumido rapidamente por el micelio del hongo. Por otro
lado, el medio PDB es un medio indefinido que contiene extracto de patata, con
moléculas que contienen grupos amido, susceptibles de ser hidrolizados por la enzima
amdS. Ademads, se realizé un ensayo de liberacion de amonio al medio en estos
mismos cultivos. Aunque los dos transformantes fueron capaces de liberar mds amonio
que la cepa silvestre en PDB solo, la proporcion del amonio liberado entre los
transformantes y la cepa silvestre fue mayor en los cultivos suplementados con
amidas, excepto con acrilamida. Esta excepcidn podria deberse al caracter téxico de
este compuesto, incapaz de soportar el crecimiento microbiano cuando se utiliza como
fuente uUnica de carbono o de nitrégeno (Miller y Gray, 1982).

No se detectaron diferencias en el potencial de biocontrol entre la cepa
silvestre y los transformantes amdS. Esto nos hizo pensar que la expresidon de este gen
en T. harzianum no alteraba la actividad antagonista del hongo, pudiendo estar mas
relacionado con la capacidad fisioldgica para hidrolizar sustratos con grupos amido y la
mejora en la disponibilidad de nutrientes nitrogenados mas facilmente asimilables.

La evaluacién de los transformantes amdS6 y amdS122 en su interaccion con
plantulas de tomate de 5 dias se realizd in vitro en placas con medio MS y 4 dias
después de inocular las cepas de Trichoderma. Como cabia esperar, se produjo un
incremento significativo de la longitud de la parte aérea de las plantulas de tomate
inoculadas con la cepa T34 respecto a las plantulas sin inocular. Son muchos los
ejemplos sobre la capacidad de Trichoderma para promover el crecimiento de las
plantas en general (Shoresh y col.,, 2010; Hermosa y col., 2012) y de las plantas de
tomate en particular (Marra y col., 2006; Tucci y col., 2011). En este mismo ensayo las
plantulas inoculadas con los transformantes amdS6 y amdS122 fueron, a su vez,
significativamente mas grandes que las inoculadas con la cepa silvestre T34. Este
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hecho podria deberse a una mayor disponibilidad de nutrientes, como nitrégeno por
via asociativa, en las plantulas inoculadas con las cepas con actividad amidasa.
Desafortunadamente el propio disefio experimental no nos permitié disponer de raices
con un tamano suficiente para ser extraidas del medio sin romperse y poder ser
evaluadas en este ensayo.

Se llevé a cabo un ensayo in vivo en invernadero con plantas de tomate de 3
semanas cuyas semillas habian sido recubiertas con esporas de Trichoderma. Las
medidas de longitud de la parte aérea y de la raiz sirvieron para constatar un
comportamiento de las plantas similar al observado en el ensayo in vitro. Las plantas
procedentes de semillas inoculadas con Trichoderma fueron significativamente
mayores que las no inoculadas, y la aplicacién de los transformantes amdS6 y amdS122
a las semillas dio lugar a plantas con un tamafio de tallo y de raiz significativamente
mayor que las plantas procedentes de semillas recubiertas con la cepa silvestre T34.
Esta observacidn relaciona la promocién del crecimiento de la parte aérea y de la raiz
con una mayor actividad amidasa, capaz de facilitar la disponibilidad de nutrientes mas
facilmente asimilables, y confirma el modelo de alta plasticidad radical asociado a altas
concentraciones de amonio en el medio, con aumento del crecimiento de la raiz
principal (Zhang y Forde, 2000). Estos resultados también son compatibles con el
marcado desarrollo de la raiz principal, detectada al comienzo de esta Tesis Doctoral,
en plantas de tomate inoculadas con los disruptantes AThctfl y el mutante de
integraciéon ectépica AJ3-16.

El uso de nitréogeno por las plantas implica varios pasos que podrian dividirse
en: captacidn, asimilacién, traslocacion y reutilizacién. Sin embargo, estos procesos
son altamente dependientes de una fuente de carbono suficiente que permita a las
plantas captar sélo el nitrogeno que puedan utilizar. Estd demostrado que los niveles
de nitrogeno pueden afectar significativamente la fijacién autotrdfica de carbono
(Reich y col., 2006). El nitrato y el amonio absorbido por las raices llega hasta las hojas,
a la vez que éstas fijan carbono fotosintéticamente, dando lugar a un equilibrio
coordinado C/N a través de la incorporaciéon del nitrégeno a las enzimas fotosintéticas
(Zheng, 2009). Cuando se acumula suficiente nitréogeno en la planta, estd demostrado
gue se almacena en grandes cantidades formando parte de proteinas fotosintéticas,
como rubisco y PEPC, y que un descenso en la asimilacién y almacenamiento de
nitrogeno provocarda una disminucién de la cantidad total de CO, captado
fotosintéticamente (Nunes-Nesiy col., 2010).

La mayor parte del nitrégeno esta presente en las plantas formando moléculas
con un estado de oxidacién Ill, como el amoniaco, y se encuentra incorporado a
proteinas, acidos nucleicos y otras muchas biomoléculas. Durante el crecimiento
autotréfico la demanda de nitrégeno se suple con la aportacion de nitrégeno
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inorganico, a través de dos rutas alternativas: la fijacion de nitrégeno molecular del
aire y la asimilacion de nitrato o amonio presentes en el agua o en el suelo.
Trichoderma incrementa el NUE en las plantas (Shoresh y col., 2010) y esta habilidad se
constaté en plantas de maiz desarrolladas a partir de semillas tratadas con T.
harzianum, en suelos con baja concentracidn de nitrégeno. Estas plantas fueron
capaces de incrementar su rendimiento hasta alcanzar un punto en el que la
fertilizacién con nitréogeno no aumentaba la produccidn del cultivo, presumiblemente
porque las plantas disponian de mas nitrégeno del que podian utilizar (Harman, 2000).
Tras esta observacidon, se realizaron ensayos con otras cepas y especies de
Trichoderma, preferiblemente a nivel de invernadero, comprobandose que plantas
tratadas con este hongo incrementaban su contenido en nitrégeno y que ademas un
aumento de los niveles celulares de este elemento estuvo acompafiado de mayor
rendimiento de los cultivos (Shoresh y col., 2010). En consonancia con estos
resultados, en nuestros ensayos los niveles de nitrégeno y carbono en plantas de
tomate colonizadas con T. harzianum fueron superiores a los detectados en las plantas
control y éstos fueron aun mayores en las plantas inoculadas con los dos
transformantes amdS6 y amdS122.

Para conocer como la expresion del gen amdS en T. harzianum afecta a su
interaccion con las plantas realizamos un analisis transcriptdmico hibridando
microarrays comerciales que contenian 9.254 transcritos de tomate, que sirvieron para
comparar la expresién génica en plantas de 21 dias, provenientes de semillas
recubiertas con los transformantes amdS o T. harzianum T34, usando como condicién
control plantas de tomate sin Trichoderma. El limite de significacion estadistica (FC > 2
y FDR: 0.1) puede considerarse suficiente por haber sido valido en estudios previos
realizados en el transcriptoma de tomate (Ruzicka y col., 2010; Shiy col., 2013).

Bajo estas condiciones, solamente nueve genes mostraron variaciones en sus
perfiles de expresion en tomate en interaccién con T34 respecto al tomate control. A
este respecto, se observd la sobrerregulacién del gen de la treonina desaminasa, una
enzima que codifica el paso de treonina a a-cetobutirato, liberando amonio en la
sintesis de isoleucina; su importante aumento de expresidn en hojas después del
ataque de un herbivoro sugiere su implicacion en respuestas de defensa (Kang y col.,
2006; Gonzales-Vigil y col., 2011). La susceptibilidad a herbivoros se ha visto asociada a
bajos niveles de JA y de conjugado JA-isoleucina (JA-lle), por lo que la treonina
desaminasa proporciona isoleucina para la formacién de JA-lle y el aumento de
resistencia a insectos (Kang y col.,, 2006). Este gen también ha demostrado estar
altamente inducido en frutos de tomate por el ataque de B. cinerea (Cantu y col.,
2009) vy en la parte aérea por infeccion con Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Balaji y col., 2008). También aumentaron su expresidn tres genes con
funcion desconocida. Estudios previos han demostrado que uno de estos genes se
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expresaba fuertemente en plantulas de tomate en presencia de nanotubos de carbono
(Khodakovskaya y col., 2011), asi como en frutos infectados por B. cinerea o dafiados
por heridas (Cantu y col., 2009) y en respuesta al viroide Potato Spindle Tuber (Owens
y col., 2012); y otro de los genes respondia fuertemente a estrés por calor (Upadhyay y
col., 2014) y al ataque de B. cinerea (Cantu y col., 2009). También se observé la
sobrerregulacién de un gen relacionado con la produccién de nerol, un precursor en la
sintesis de monoterpenos (Schilmiller y col., 2009) implicados indirectamente en
funciones de defensa, bien como moléculas activas para atraer predadores de insectos
herbivoros o como repelentes de este tipo de atacantes (Zhang y col., 2013), aunque
también tienen muchas otras funciones en las plantas.

Los tres genes infrarregulados en plantas de tomate procedentes de semillas
tratadas con T34 fueron el gen PDF1.2, marcador tipico de respuestas de defensa
mediadas por JA, el gen nsHb1 relacionado con la asimilacion de nitrégeno, y un gen
que codifica una PEPCK que es una enzima reversible que cataliza la descarboxilacion
de oxalacetato (OAA) a fosfoenolpiruvato (PEP) y CO,, el primer paso de la ramificaciéon
de los intermediarios del TCA hacia la gluconeogénesis de lipidos y proteinas (Osorio y
col., 2013). Interesantemente, este gen estaba sobrerregulado en plantas procedentes
de semillas recubiertas con esporas de los transformantes amdS, al igual que el gen
nsHb1 (en amdS6 con un FC<2), o lo que es lo mismo, estos genes mostraron un
aumento en su expresion en presencia de mas amonio disponible en el medio.

Las hemoglobinas son proteinas, implicadas en muchas reacciones de 6xido-
reduccion. En animales actian como transportadores de oxigeno y ademads, en otros
organismos, desde plantas a bacterias, intervienen en la regulacién de numerosos
procesos metabdlicos, como el estrés nitrosativo, por medio de la modulacién de los
niveles de NO (Hill, 2012). En plantas existen hemoglobinas simbiédticas, descritas en
interacciones Rhizobium-leguminosa (Nagata y col.,, 2008) y hemoglobinas no
simbidticas identificadas a partir de especies dicotiledéneas y monocotileddneas
fijadoras y no fijadoras de nitrogeno (Bogusz y col, 1988; Trevaskis y col., 1997;
Rodriguez-Alonso y Arredondo-Peter, 2013). Las nsHb1l estan relacionadas con el
desarrollo de la planta y la morfogénesis. Eventos activados por NO, como el
incremento del nimero de raices laterales y de pelos radicales (Correa-Aragunde y
col., 2006; Fernandez-Marcos y col., 2011), son atenuados por nsHb1 (Hebelstrup y
col., 2013), ya que esta proteina es capaz de secuestrar NO y disminuir el estrés
provocado por la acumulacién de niveles téxicos de este compuesto nitrogenado (Liu y
col., 2013). La sobrerregulacion de nsHb1 estd relacionada con la disponibilidad de
nitrogeno en el medio y se ha descrito que guarda relaciéon con la induccién de NR
(Ohwaki y col., 2005). La bajada de NO provocada por nsHb1 implica una disminucién
de SA y por tanto del poder antagonico de esta hormona sobre JA (Mur y col., 2013a).
En nuestro caso, hemos observado que el aumento de tamano de la raiz principal de
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plantas de tomate colonizadas por los transformantes de T. harzianum que expresan el
gen amdS es compatible con un aumento de la expresién de nsHbl, con una
subsiguiente disminucion de los niveles de NO. Ademas, el aumento de expresion de
nsHb1 ird acompafiado de la bajada de los niveles de ET y de ABA, asi como de un
aumento en la produccién de giberelinas, conllevando un incremento en el
crecimiento de la planta, lo que seria compatible con el modelo de interaccién planta-
Trichoderma propuesto por Hermosa y col (2012). Resulta interesante resaltar que las
citoquininas actlian también como supresores de NO (Liu y col., 2013), por lo que el
papel de estas fitohormonas, unido al NUE facilitado por Trichoderma, posibilita la
aparicién de nuevos actores en el entendimiento de las respuestas beneficiosas
inducidas por Trichoderma en plantas. Por otro lado, el hecho de que la expresién de
transportadores de nitrato no se vea modificada en plantas colonizadas por los
transformantes amdS de Trichoderma confirma la existencia de NUE, ya que hay
menor afinidad por nitrégeno cuando éste se encuentra a una concentracion elevada y
el déficit de nitrato induce la expresién de genes relacionados con su proceso de
transporte (Tsay, 2014).

Como ya se ha mencionado, nsHb1 modula el metabolismo del nitrégeno y el
gen nsHb1 se induce fuertemente por nitrato, nitrito y NO (Ohwaki y col., 2005). Ya
gue nitrito y NO son moléculas potencialmente tdxicas para las plantas, cabria pensar
que la induccidn de nsHbl podria tener una funcién detoxificante de estos
metabolitos. No obstante, se ha sugerido que nsHb1 no esta implicado en la abolicién
del estrés nitrosativo por acumulacion de NO como resultado de la HR de la planta
(Molassiotis y Fotopoulos, 2011). Las funciones de sefializacién mediadas por NO son
necesarias para llevar a cabo una respuesta de defensa adecuada (Perazzolli y col.,
2004); y la sobrerregulaciéon de nsHb1 en plantas inoculadas con los transformantes
amdS podria guardar relaciédn con el proceso de colonizacién, sin descartar la
influencia que tiene el aumento de los niveles de amonio como resultado de la
actividad enzimatica de estas cepas de Trichoderma.

Interesantemente, la colonizacién endofitica de las raices por hongos
beneficiosos como P. indica o Trichoderma spp. estimula en la planta la expresién de
genes que codifican NRs y este aumento de expresion va acompafiado de NUE y de un
incremento del desarrollo (Sherameti y col., 2005; Bae y col., 2009). Por el contrario,
las plantas micorrizadas presentan un aumento de la NR en el hongo y una bajada de
expresion de este mismo gen en la planta, ya que la mayor parte del nitrégeno es
asimilado en forma de aminodcidos (Kaldorfy col., 1998). Teniendo en cuenta que los
mutantes amdS parecen proporcionar suficiente amonio a la planta, ésta no
necesitaria un mayor aporte de nitrégeno que conlleve un aumento de la expresiéon del
gen que codifica la enzima NR, por lo que cabria esperar que la mayor expresion de
este gen en plantas colonizadas por los transformantes amdS de Trichoderma podria
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deberse a la regulacion o al aumento de los niveles de SA, a través de la produccién de
NO, que serviria para controlar la colonizacién endofitica de las cepas de Trichoderma
(Mur y col., 2013a; 2013b). Por otro lado, la sefalizacién por NO incluye procesos
complejos en los que el calcio citosdlico se ve incrementado (Besson-Bard y col., 2008).
Una explicacidn de este aumento podria hallarse en la necesidad que tienen las plantas
de compensar con otros iones la competencia catidnica generada por el aumento de
amonio (Sonneveld y Voogt, 2009).

La regulacion coordinada de los genes nsHb1 y NR podria desempeiiar un papel
de arbitro en la interconexidn de las cascadas de sefializacion de respuestas de defensa
(Mur vy col., 2013a). Si bien es cierto que la actividad NR favorece la generacién de NO,
gue a su vez provocaria un aumento de la expresion de nsHbi, la enzima NR es un
componente principal del metabolismo del nitréogeno y la reduccién coordinada de
nitrato a nitrito por esta enzima, junto con la posterior conversién de nitrito en
aminodcidos, estd controlada por el metabolismo mitocondrial del malato, que
funciona como fuente de carbono para las reacciones anapleréticas del ciclo TCA y es
un facilitador de equivalentes reducidos para la reduccién y asimilacidon de nitrato.
Precisamente, la sintesis y oxidacidn de malato esta regulada por la enzima PEPC, que
también se mostré sobrerregulada, que es una enzima que, como ya se ha dicho, actua
como proteina para almacenar nitrégeno y cataliza la reaccién reversible de PEP a OAA
que, al ser reducido a malato, desempefia un papel crucial en la fijacién de CO, y la
reposicién anaplerética de intermediarios del ciclo TCA consumidos en procesos de
biosintesis y asimilacién de nitrogeno (O’Leary y col., 2011). Se regula asi el flujo de
carbono en los tejidos de plantas vasculares que asimilan nitrégeno de forma activa,
especificamente cuando la fuente principal es amonio (Masumoto y col., 2010).

Como ya se ha mencionado, PEPCK es una enzima reversible que cataliza la
descarboxilacion de OAA a PEP y CO,, el primer paso de la ramificacion de los
intermediarios del ciclo TCA hacia la gluconeogénesis de lipidos y proteinas (Osorio y
col., 2013). Se ha comprobado que PEPCK esta fuertemente inducida por el aporte de
nitrato, amonio y asparragina a la planta (Delgado-Alvarado y col., 2007) y que los
mayores niveles de acumulaciéon de PEPCK han coincidido con la maxima abundancia
de dos enzimas implicadas en el metabolismo de aminoacidos (asparragina
aminotransferasa mitocondrial y alanina aminotransferasa citosélica) y con la maxima
produccién de acetil-CoA carboxilasa, enzima relacionada con el almacenamiento de
lipidos (Walker y col., 1999). También se ha propuesto que PEPCK desempefia un papel
importante en el metabolismo de aminodcidos, ya que esta implicada en la conversién
del esqueleto carbonado de asparragina/aspartato (OAA) al de glutamato/glutamina
(2-oxoglutarato), de especial relevancia en el transporte interno de estas moléculas en
la planta (Lea y col., 2001). Por lo que la sobrerregulacién PEPCK en las plantas de
tomate inoculadas con los transformantes amdS es coherente con el incremento de la
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disponibilidad de amonio en la rizosfera tras la inoculacién de estos mutantes con
actividad amidasa.

Muchos de los genes que tenian disminuida su expresidn, guardaron relacién
con respuestas de defensa: algunos factores de transcripcion, genes que codifican
proteinas quinasas, genes correspondientes a PRR y NBS-LRR, proteinas elicitoras, etc.
La marcada bajada de la expresién de genes de defensa en plantas inoculadas con los
transformantes amdS se vio acompafiada por un aumento del crecimiento de las
mismas. Esta respuesta transcriptomica guarddé relacién con el modelo de
compensacion defensa-crecimiento propuesto por Hermosa y col. (2013), que explica
las distintas respuestas de la planta en su interaccién con Trichoderma.

Los hongos y oomicetos poseen en sus genomas un elevado numero de genes
gue codifican pequefias proteinas secretadas ricas en cisteinas (SSCPs). Se han descrito
varias proteinas SSCP del tipo ceratoplataninas en los genomas de Trichoderma spp.
(Kubicek y col., 2011). T. harzianum y T. atroviride son capaces de secretar proteinas
SSCP homadlogas a las proteinas Avrd y Avr9 del patdégeno de tomate C. fulvum. Avr9 es
un elicitor con homologia estructural, pero no funcional, con inhibidores de
carboxipeptidasas fuertemente inducidos bajo limitacién de nitrégeno y su
reconocimiento por receptores PRR de la membrana de la planta da lugar al aumento
de expresion del gen EDS1 necesario para la resistencia mediada por receptores NBS-
LRR citoplasmaticos, y a una subsiguiente HR y acumulaciéon de SA (Hu y col., 2005;
Stergiopoulos y De Wit, 2009). Se ha comprobado que existe una fuerte disminucion
de la expresion de EDS1 en hojas de Arabidopsis 4 horas después de la inoculacién con
T. harzianum y que esta respuesta persiste a las 24 horas, con un incremento de la
expresion de éste y otros genes de defensa después de 48 horas (Mordn-Diez y col.,
2012). Nuestro resultado estaria de acuerdo con la necesidad que tiene Trichoderma
de contrarrestar la defensa de la planta dependiente de SA para tener éxito en la
colonizaciéon de la raiz (Alonso-Ramirez y col.,, 2014) y seria indicativo de que una
reduccion de la MTI dependiente de SA facilita la colonizacion del tejido radical por
Trichoderma. En esta Tesis Doctoral, los niveles de expresidn de genes relacionados
con la defensa dependiente de SA son menores en plantas tratadas con Trichoderma
gue en el control, siendo este resultado compatible con la necesidad de la planta de
economizar y equilibrar los estimulos recibidos por Trichoderma en forma de
crecimiento e induccion de defensas, indicado mas arriba (Hermosa y col, 2013). Por
otro lado, las respuestas dependientes de SA y de JA o JA/ET presentan un
comportamiento ondulante en tomate (capitulo 2 de esta Tesis Doctoral) y son
compatibles con las fases temporales de sefializacién hormonal descritas previamente
en Arabidopsis (Truman y col., 2010). La dinamica de transcripcion de la respuesta
inmune de las plantas es enormemente compleja y el solapamiento de genes que se
inducen o reprimen en funcidn de cascadas y pulsos que reprograman esa
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transcripciéon varia, ademas, en funcién del tipo de estrés y microorganismo al que se
enfrenten (Moore y col., 2011). La inclusidon en este escenario del metabolismo del
nitrégeno y el NUE por parte de la planta aflade mas complejidad a los modelos
existentes, pero es seguro que la consideracidén de estos y otros nuevos actores que,
como GABA (Bouché y Fromm, 2004) o el 4cido pB-aminobutirico (BABA)
(Schwarzenbacher y col., 2014), contribuyen a la captacién de nutrientes, al balance
C/N, a la sefializacién de respuestas de defensa y a la regulacidon del crecimiento,
facilitara el entendimiento de la interaccién Trichodema-planta y ayudara al desarrollo
de nuevos y mejores productos basados en este microorganismo beneficioso para la
agricultura.
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Trichoderma es un género de hongos con demostrado interés biotecnoldgico,
siendo la aplicacién mads conocida la derivada de sus propiedades como agentes de
control bioldgico en agricultura. No obstante, estos hongos también mantienen con las
plantas una relacién mutualista, con probados ejemplos de cémo dicha relacién resulta
beneficiosa para la planta, pero no tantos de los resultados positivos para
Trichoderma, mas alla del valor del mucigel como nutriente y de las raices como sitio
de colonizacién endofitica. En esta Tesis Doctoral, he querido abordar el estudio de los
cambios transcriptdmicos que se producen en tres cepas de Trichoderma,
pertenecientes a especies acreditadas como agentes de biocontrol, durante su
interaccidon con plantas de tomate. Asi como los que se producen en una cepa de T.
parareesei, una nueva especie descrita en Austria durante la realizacidon de esta Tesis
Doctoral, que estd muy alejada taxondmicamente de las anteriores, y cuyo potencial
de biocontrol ha sido demostrado en nuestro laboratorio. También he abordado, por
medio de transformantes heterélogos de T. harzianum que expresan el gen amds, que
codifica una amidasa de A. nidulans, el papel de este gen en fertilizacién, mediante el
uso eficiente de nitrogeno, y en la transcripcion de genes relacionados con la
modulacion de las respuestas de defensa y desarrollo de plantas de tomate tras haber
sido colonizadas por Trichoderma.

A continuacidn se indican las conclusiones mas relevantes de esta Tesis
Doctoral:

1. En estadios tempranos de la interaccion Trichoderma-tomate, los efectos
observados en el desarrollo de las plantulas varian en funcién de la cepa de
Trichoderma. T. hamatum T7, T. harzianum T34 y T. parareesei T6 mostraron un
efecto positivo en el desarrollo de las plantas respecto al control, mientras que
T. virens T87 tuvo un efecto negativo.

2. Las respuestas transcriptémicas de Trichoderma a la presencia de plantas de
tomate en el medio también depende de la cepa. En T. hamatum T7, T.
harzianum T34 y T. virens T87 se observé una activacién significativa del
metabolismo de carbohidratos, mientras que en T. parareesei T6 se detectd
una disminucion, indicando que, en comparacién con las otras cepas, T6
permanece de alguna manera inactiva metabdlicamente en etapas tempranas
de interaccién con la planta. La menor capacidad de transporte celular
observada en T. hamatum T7 y T. parareesei T6 es indicativa de una capatacién
de nutrientes limitada para ambas cepas en las condiciones experimentales
analizadas.

3. El gen que codifica la proteina TCTP/P23 aumentd su expresion en T. hamatum
y T. harzianum, especies que promovieron el crecimiento de las plantas, a
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diferencia de T. virens. Este hecho podria relacionarse con un crecimiento
activo de las hifas de estas dos especies en el contacto con las raices de tomate.
El alto ndmero de juegos de sondas infrarregulados relacionados con
hidrofobinas que mostrd T. virens en interaccidn con plantas de tomate podria
indicar que, bajo las condiciones experimentales de nuestro estudio, esta
especie presenta una capacidad limitada de unién a las raices, hecho que
afectaria a su capacidad para promover el crecimiento de las plantas.

El gen que codifica la proteina ThPG1, cuya implicacidn en la colonizacién de la
raiz y en las respuestas beneficiosas para las plantas ha sido previamente
demostrada, aumentd su expresion en T. parareesei T6, lo que podria explicar
el efecto positivo de esta cepa en el desarrollo de plantas de tomate.
Precisamente, este efecto positivo de T. parareesei T6 sobre tomate, junto con
su capacidad antagonista previamente descrita, sugieren que esta especie
podria ser util para la proteccion de las plantas, como agente de biocontrol y/o
como microorganismo beneficioso para las mismas. Sin embargo, debido a que
la temperatura optima de crecimiento de esta especie es de 37°C, similar a la
de la mayoria de los microorganismos patégenos humanos, se necesitaran
estudios de evaluacidon del riesgo para su aplicacion en sistemas abiertos,
principalmente en agricultura.

La baja expresidn relativa de genes de la planta relacionados con las rutas de
sefializacion de SA en las primeras horas de interaccidon con Trichoderma, y su
aumento de expresidn en las horas siguientes, sirven de apoyo a los resultados
gue indican que esta fitohormona modula la colonizacién de la raiz por parte de
Trichoderma, estando de acuerdo estos perfiles con la limitacion del hongo a
los espacios intercelulares de epidermis y cértex de la raiz. Ademas, se ha
comprobado cdémo una vez establecida la interaccién hongo-planta, la
colonizacién por parte de Trichoderma dispara una respuesta sistémica,
sefializada por JA/ET, y que estas respuestas de defensa son ondulantes, con
alternacia SA/JA, disminuyendo su intensidad a lo largo del tiempo.

Los niveles de transcrito del gen amdS de A. nidulans detectados en los
transformantes de T. harzianum T34 indican que el gen se ha integrado en el
genoma de dicha cepa. Los resultados obtenidos en los ensayos fenotipicos y
en los ensayos de liberacion de amonio muestran ademds que los
transformantes son capaces de hidrolizar acetamida, formamida y urea,
demostrando una actividad amidasa.

Las diferencias observadas en el transcriptoma de plantas de tomate tratadas
con la cepa T. harzianum T34, respecto al de plantas sin tratar, indican que,
bajo las condiciones experimentales analizadas, el transcriptoma de la planta se
ve muy poco modificado por la presencia de este hongo.

El gran numero de genes relacionados con respuestas de defensa que
disminuyeron su expresion en plantas tratadas con los transformantes amdSs,
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junto con el mayor desarrollo observado en las mismas, esta de acuerdo con el
modelo de compensacién defensa-crecimiento propuesto para la interaccion
Trichoderma-planta.

El gen amdS expresado en T. harzianum actia de manera positiva en el
crecimiento de las plantas. Esto puede ser debido a una mayor disponibilidad
de amonio que conlleva un aumento significativo de los niveles de nitrégeno
total en la planta, debido a la mejora del uso eficiente de este elemento en las
plantas colonizadas por los transformantes amds.
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