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- Examina, pues -dije-, qué pasaria si fuevan libevados de sus
cadenas y curados de su ignorancia, y si, conforme a naturaleza,
les ocurriera lo siguiente. Cuando uno de ellos fuera desatado vy
obligado a levantarse subitamente y a volver el cuello y a andar y
a mivar a la luz, y cuando, al hacer todo esto, sintieva dolor v, por
causa de las chiribitas, no fuera capaz de ver aquellos objetos
cuyas sombras veia antes, ;qué crees que contestaria si le dijera
alguien que antes no veia mds que sombras inanes y que es ahora
cuando, hallandose mds cerca de la realidad vy vuelto de cara a
objetos mds reales, goza de una vision mds verdadeva?, vy si fuera
mostrdndole los objetos que pasan y obligandole a contestar a sus
preguntas acerca de qué es cada uno de ellos, ;No crees que
estaria perplejo y que lo que antes habia contemplado le pareceria
mds verdadero que [0 que entonces se le mostraba?

- Mucho mads -dijo-.

-V si se le obligara a fijar su vista en la (uz misma, ;no crees que
le dolerian los ojos y que se escaparia, volviendose hacia aquellos
objetos que puede contemplar, y que consideraria que éstos, son
realmente mds clavos que los que le muestran?

- Asti es -dijo-.

- Y si se lo (levaran de alli a la fuerza -dije-, obligandole a recorrer
la dspera y escarpada subida, vy no le dejaran antes de haberle
arrastrado hasta la luz del sol, ;no crees que sufrivia y llevaria a
mal el ser arrastrado, y que, una vez llegado a la luz, tendria los
ojos tan [lenos de ella que no seria capaz de ver ni una sola de las
cosas a las que ahora (lamamos verdaderas?

- No, no seria capaz -dijo-, al menos por el momento.

- Necesitaria acostumbrarse, creo Vo, para poder [legar a ver las
cosas de arriba. Lo que veria mds fdcilmente servian, ante todo, las
sombras; luego, las imdgenes de hombres y de otros objetos
reflejados en las aguas, y mds tarde, los objetos mismos. VY después
de esto le seria mds fdcil el contemplar de noche las cosas del cielo
y el cielo mismo, fijando su vista en la (uz de las estrellas y la
tuna, que el ver de dia el soly lo que le es propio.

Fragmento de El mito de la caverna. “La Republica”. Platon.
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Introduccion

1.Genero Fusarium

El género Fusarium comprende un extenso y heterogéneo grupo de hongos
filamentosos ampliamente distribuidos con capacidad, mediante diferentes estrategias
infecciosas, de colonizar gran variedad de hospedadores vegetales (Desjardins, 2003;
Goswami y Kistler, 2004; Di Pietro et al., 2003). Viven en el suelo de forma saprdfita,
obteniendo energia a través de compuestos de materia organica muerta o detritos
desechados por otros seres vivos. Son considerados hongos fitopatégenos puesto que
muchos de ellos son capaces de reconocer e infectar su planta hospedadora. Debido a
la complejidad del género y al alto rango de especies vegetales susceptibles, el cuadro
sintomatoldgico que presenta la fusariosis en la planta es diverso y general:
marchitamiento, podredumbres de raiz, produccion de chancros, etc. En algunos casos
reciben nombres especificos seglin los efectos producidos en la planta, como la roya
del trigo, tizén de la cebada, la podredumbre del maiz, o el mal de Panam4, que afecta
a bananos. Por ello, su control en cultivos de interés agricola permitiria limitar las
enormes pérdidas econémicas que producen (Ma et al., 2010).

No sélo origina complicaciones en el reino vegetal, sino que para animales y
humanos supone un riesgo indirecto de padecer enfermedades severas causadas por
la ingesta de productos contaminados con micotoxinas y productos de metabolismo
secundario originados por algunos de los integrantes de este género (Desjardins,
2003). Gran parte de las ultimas lineas de investigacion en este campo tienen un
objetivo clinico, pues Fusarium ha sido descrito como patdgeno humano en pacientes
inmunodeprimidos (Nelson et al., 1994; Ortoneda et al.,, 2004), causante de
enfermedades como la queratitis fungica y la endoftalmitis (Doczi et al., 2004; Godoy

etal., 2004).

Taxonomia

El género presenta una clasificacién compleja. Actualmente estd incluido
dentro del grupo de los Ascomicetos, en la division Ascomicota, clase Sordariomycetes,

orden Hipocreales, familia Nectriaceae.



Fue definido por primera vez en la moderna terminologia de sistema cientifico
por Link (1809) aunque los primeros datos, recogidos por un monje franciscano en
México en el siglo XVI, se basaron en las descripciones del pueblo Azteca, que habian
observado la podredumbre que en el maiz producia el hongo ahora conocido como
Fusarium vertillioides.

La correcta categorizacidon dentro del género Fusarium ha sido problematica
desde su comienzo debido a los diferentes y contrapuestos sistemas de clasificacién
morfolégicos, como los llevados a cabo por Link en 1809; Fries en 1841; Wollenweber
y Reiking en 1935; Snyder y Hansen en 1957 (Snyder et al., 1957); Gerlach y Nirenberg
en 1982; y las diferentes clasificaciones de Nelson en 1983 (Nelson et al., 1983) y 1990
gue acabd distinguiendo 14 especies dentro de este género. Todas estas clasificaciones
se basaron fundamentalmente en caracteres morfolégicos como la forma, tamafio,
septacién de las conidias y clamidosporas; asi como la evaluaciéon de la tasa de
crecimiento miceliar y color del micelio en medios sdlidos, valoraciones que son
altamente variables dependiendo de las condiciones del medio de crecimiento e
incubacién del cultivo (Leslie et al., 2001; Leslie y Summerell, 2006; Summerell et al.,
2003).

Debido a los problemas que plantea una clasificacion filogenética puramente
morfoldgica, en el Ultimo quindenio se han utilizado herramientas moleculares para la
identificacion y determinacion de las relaciones evolutivas en el género. Estas
herramientas incluyen la secuenciacidon intergénica del ADN ribosémico nuclear
(ADNrr): ITS o espaciadores intergénicos transcritos ITS1 (entre 185y 5,8S) e ITS2 (entre
5,85 y 28S); e IGS o espaciador intergénico ribosomal (entre 28S y 18S), cuya
variabilidad entre especies del mismo género es mayor que las regiones ITS,
permitiendo en ocasiones una clasificacion intraespecifica (Mishra et al., 2002).

No sélo las regiones intergénicas ribosomales han sido utilizadas para la
elaboracion de la filogenia del género, sino que se han tenido en consideracidn otras
secuencias codificadoras de copia Unica ricas en intrones como los genes codificantes
para la calmodulina, la B-tubulina, la histona H3, poligalacturonasas (pgl) y los dos
genes idiomorfos MAT-1y MAT-2 (Seifert y Levesque, 2004) (Kawabe et al., 2005). Sin

embargo, la mas utilizada para la discriminacién a nivel de especie en el género



Introduccion

Fusarium es la secuencia nucleotidica del gen EF-1q, que codifica un factor de

elongacion en la traduccion de proteinas (Geiser et al., 2004).

Reproduccion

Una caracteristica importante del género Fusarium es la variabilidad en cuanto
a su capacidad sexual, existiendo especies teleomdrficas y especies anaméorficas,
agamicas o de reproduccién sexual desconocida.

Los principales géneros en los que se agrupan las formas teleomorficas de
Fusarium son Gibberella y algunos géneros segregados de Nectria. Algunos miembros
del género Fusarium con reproduccion sexual conocida son Fusarium solani (Nectria
haematococca), Fusarium graminearum (Giberella zeae) y, Fusarium verticilloides
(Giberella fujikuroi). En estas especies se produce la fusion de los nucleos de diferentes
individuos que da lugar a un nucleo diploide que entra posteriormente en meiosis,
logrando de esta manera variabilidad genética. Los genes responsables de los
mecanismos que controlan los fendmenos de reproduccion sexual son los
denominados genes de apareamiento o mating-type, que consisten en un locus con
dos alelos funcionales, de baja similitud en su secuencia, a los que histdricamente se
ha designado como MAT-1 y MAT-2 (Glass et al., 1990; Hornok et al., 2007; Kerenyi et
al., 2004; Keszthelyi et al., 2007), y que determinan la habilidad de dos individuos para
fusionar sus nucleos (Nelson, 1996). A diferencia de levaduras, no existen copias
adicionales de estas secuencias en otros loci (Coppin et al., 1997); sin embargo se ha
descrito que estos genes de apareamiento estdn presentes, se expresan y se procesan
correctamente en formas anamaérficas como Fusarium oxysporum, con ciclo sexual no
conocido, lo que sugiere que deben de existir otros mecanismos adicionales que
regulan la reproduccion sexual (Kerenyi et al., 2004; Yun et al., 2000). En este sentido,
un reciente estudio indica que la proteina Ste2, homdloga a un a-receptor de
feromonas sexuales de Saccharomyces cerevisiae, es necesaria en F. oxysporum para el
guimiotropismo hacia la planta hospedadora (Turra et al., 2015).

La generacidon de variabilidad genética en las formas anamodrficas se explica

mediante distintos mecanismos: existencia de heterocariosis, o fusion de hifas sin



cariogamia (Burnett, 1984; Correl et al., 1987; Puhalla, 1985; Teunissen et al., 2002);
una intensa actividad de elementos transponibles o transposones (Daboussi y Capy,
2003) y una mayor probabilidad de sufrir duplicaciones, deleciones y transposiciones
génicas (Kistler et al., 1995).

Los hongos que son haploides obtienen ciertos beneficios de la diploidia que
ocurre en la heterocariosis. Si dos estirpes son capaces de formar un heterocarionte
vegetativo, es decir, que mantienen de manera indefinida dos nucleos diferentes en la
misma hifa, pertenecen a un mismo grupo de compatibilidad vegetativa o VCG
(vegetative compatibility group). Si por el contrario, tras la fusién de las hifas se
produce una lisis celular, estas estirpes se consideran incompatibles (Glass et al., 2000;
Leslie, 1993). Al igual que en otros Ascomicetos, la formacién del heterocarionte se
debe a determinados loci cuyos productos génicos son mediadores en la
compatibilidad vegetativa. Se han descrito al menos diez loci (het o vic) implicados
(Leslie 1993). Esto indica que la formacidén de un heterocarionte estable es posible
cuando los alelos de estos loci son iguales en las dos estirpes (Leach y Yoder, 1983). Los
VCG han sido utilizados por numerosos autores para estudiar la variabilidad
intraespecifica del género (Alves-Santos et al., 2002a; Ploetz y Correll, 1988; Puhalla,
1985; Woo et al., 1996).

En los heterocariontes vegetativos no se descarta la existencia de mecanismos
de parasexualidad, puesto que se han observado procesos de intercambio genético en
estirpes de F. oxysporum dando como resultado reorganizaciones cromosdmicas (Ma

etal., 2010).

Tipos de patogenos

El género Fusarium agrupa a importantes fitopatdégenos que infectan variedad
de cultivos de gran importancia agricola. Podemos dividir a las especies del género
patdgenos de plantas en 3 grupos:

e Patdégenos de gramineas. Producen el denominado “decaimiento” o
“marchitez”. Destacan sobre todo por ser los principales productores de micotoxinas

del género y ser capaces de contaminar las semillas de cebada, maiz, trigo, etc.



Introduccion

Ejemplos: F. sporotrichioides, F. verticilloides, F. graminearum, F. avenaceum, F. poae,
F. culmorum.

e Patdgenos radiculares. Son responsables de las pudriciones radiculares.
Son causa de daifios importantes en cultivos de solanaceas, cucurbitdceas, fabaceas y
plantas ornamentales. También pueden actuar como patdgenos oportunistas en
plantas con sistema radicular debilitado. Ejemplo: F. solani.

e Patégenos vasculares. Son causantes de la fusariosis vascular, que
afecta a numerosos cultivos de algoddn, tabaco, café, leguminosas, cucurbitaceas,
plantagindceas e incluso algunas lefiosas (palmera) y a -cultivos de plantas
ornamentales como el clavel, crisantemo o el gladiolo. Ejemplo: F. oxysporum.

e Patégenos postcosecha. El género Fusarium no destaca principalmente
por los danos causados en postcosecha, pero muchos de sus miembros pueden actuar
de este modo si las condiciones de temperatura y humedad son favorables. Ejemplos:

F. moniliforme, F. stilboides.

2.Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. es un complejo de especies (FOSC)
anamorficas que muestran una considerable variabilidad morfoldgica y fisioldgica
(O’Donnell et al., 2009). Este hongo es ubicuo en suelos de todo el mundo, pudiendo
crecer de manera saprofita o colonizando plantas. Sus variantes patdgenas causan la
enfermedad conocida como fusariosis vascular, caracterizada en la planta por
decaimiento, clorosis y marchitez, sintomas resultantes de la colonizacién de los haces
vasculares. A esta enfermedad son susceptibles mds de 100 especies vegetales
(Michielse y Rep, 2009), algunas de ellas de repercusién econdmica como son la
banana (Musa spp.), el tomate (Solanum spp.), la alubia (Phaseolus spp.), el algodén
(Gossypium spp.), el guisante (Pisum spp.), etc. Como veremos mas adelante, el rango
de hospedador es usado para subdividir este complejo de especies en patégenos
especificos designados formas especiales o formae speciales (f. sp.) (Snyder y Hansen,

1940), habiendo sido descritas hasta la fecha mas de 120 (Di et al., 2016).



En cuanto a la morfologia, la caracteristica especial de este complejo de
especies es la existencia de tres tipos de esporas:

e Microconidios: Estructuras unicelulares. Son las mas abundantes, y se
producen bajo diferentes condiciones (medios sintéticos en cultivo in vitro, haces
vasculares de una planta infectada).

e Macroconidios: Estructuras generalmente alargadas y ligeramente
curvadas, compuestas de tres a cinco células sucesivas separadas por septos. Se
producen cominmente en el desarrollo del hongo sobre la planta muerta.

e Clamidosporas: Estructuras esféricas, generalmente unicelulares,
desarrolladas a través de modificaciones en la zona terminal de la hifa. Su produccién
estd inducida por el envejecimiento del micelio y por condiciones ambientales
desfavorables, como son las bajas temperaturas o una fuente de carbono limitada,
actuando como formas de resistencia. Su produccion se puede observar en los estadios

finales de la colonizacion (Agrios, 1997).

Mel02010

Figura 1. Conidiacion de la estirpe silvestre Mel02010 perteneciente a F.
oxysporum f. sp. melonis. Se aprecia la diferencia morfoldgica de los tres tipos de
esporas: microconidios (A), macroconidios (B) y clamidosporas (C). (Ohara et al.,
2004).

Proceso de infeccion

El proceso de infeccidn por F. oxysporum se puede dividir en diferentes fases:
(1) reconocimiento de la raiz a través de sefales bioquimicas procedentes del
hospedador, (2) adhesion y colonizacion de la epidermis radicular, (3) penetracion y
colonizacién del parénquima cortical y, en el caso de las estirpes patdgenas,
degradacion de las barreras fisicas como la endodermis para la posterior proliferacion

en los haces xilemdticos, (4) adaptaciéon al ambiente hostil del hospedador, (5)
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produccién de microconidios y (6) secreciéon de pequefios péptidos y fitotoxinas (Di

Pietro et al., 2003).

Colonizacion del cértex de la raiz Proliferacién de micelio a lo largo de
y entrada en el cilindro vascular. los haces xilematicos de raiz, hipocotilo
y tallo. Colapso nutricional e hidrico.

Germinacién en respuesta a M
/

sefiales quimicas del hospedador Sintomas de fusariosis y muerte
y penetracién directa por la raiz. - 5 g de la planta.

\ e ”~
Esporas en el suelo sobre
material vegetal muerto.

Figura 2. Ciclo de infeccién de F. oxysporum.

Las esporas en el suelo germinan en respuesta a senales bioquimicas de la
planta hospedadora, como por ejemplo la actividad catalitica de las enzimas
peroxidasas tipo Il que son secretadas por una gran variedad de plantas (Turra et al.,
2015). Las hifas empiezan a diferenciarse y penetran en las raices sin la necesidad de la
formacién de una estructura de infeccién (Jiménez-Ferndndez et al., 2013; Lagopodi et
al., 2002). Generalmente la entrada se produce a través de heridas existentes en la raiz
(Nelson, 1981). En ausencia de heridas, algunos trabajos han revelado preferencias de
entrada en el apice radicular (Jiménez-Fernandez et al., 2013; Sarrocco et al., 2007) y

en las inserciones de los pelos radiculares (Lagopodi et al., 2002). A partir de este



momento es imprescindible el uso de técnicas microscopicas para el seguimiento del
hongo en la planta hospedadora. Los primeros trabajos relevantes fueron los
desarrollados por Bishop y Cooper en la década de 1980 mediante microscopia
electronica (Bishop y Cooper, 1983a; Bishop y Cooper, 1983b; Bishop y Cooper, 1984).
Actualmente es mas comun la observacién de estirpes modificadas que expresen
proteinas fluorescentes, como la GFP (green fluorescent protein), bajo microscopia
laser confocal. Como compendio general de estos trabajos se concluye que las hifas del
hongo crecen en el cortex de la raiz de manera inter e intracelular, consiguiendo
puntualmente atravesar la endodermis para alcanzar los haces xilematicos. En este
momento, a través del sistema vascular, el hongo es capaz de colonizar diferentes
tejidos de la planta hospedadora rapidamente.

Cuando el hongo se encuentra en los haces vasculares, el desarrollo de la
enfermedad se completa con un abanico de acciones, entre otras: la produccion de
pequeiias proteinas efectoras, secrecion de fitotoxinas, crecimiento miceliar,
formacién de depdsitos de callosa, gomas y tilosas (Beckman, 1987). Hay
observaciones contrapuestas sobre la importancia de la produccidon de microconidios
durante la infeccidon; utilizando transformantes marcados con GFP no fueron
observados ni conidiéforos ni tampoco microconidios en algunos trabajos (Czymmek et
al., 2007; van der Does et al., 2008b), asi como la observacion de que los mutantes
delecionados en el gen RENI1, incapaces de producir conidios sino tan sdlo
clamidosporas, no estdn afectados en la virulencia (Ohara et al., 2004). Estas
observaciones se contraponen a los estudios anteriores donde se destaca la relevancia
de la produccién de microconidios (Beckman, 1987; Di Pietro et al., 2003).

Los sintomas de decaimiento, marchitez, clorosis, necrosis, pérdida prematura
de las hojas, oscurecimiento y retraso en el crecimiento del sistema vascular que
presenta la planta (Michielse y Rep, 2009), son el resultado del estrés hidrico causado
por el colapso del xilema (Hagedorn, 1991). Cuando la planta muere, el hongo invade
el tejido parenquimatico por completo, produciendo esporas, en su gran mayoria

clamidosporas, cerrando el ciclo de infeccion (Agrios, 2005).
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Especificidad patogeno-hospedador. Las formas especiales.

Aunque a nivel morfolégico las diferentes estirpes de F. oxysporum son
indistinguibles, se puede establecer una clasificacion de patdgenos especificos: las
formae speciales (Snyder y Hansen, 1940). Las estirpes de cada una de estas formae
speciales son patdgenos especificos de un niumero reducido de especies vegetales, de
una especie vegetal, o incluso de una parte determinada de una especie vegetal. Hasta
la fecha se conocen mas de 120 ff. spp. (Di et al., 2016). Dentro de una forma specialis,
a su vez, se establece una clasificacidn en razas basada en la capacidad patogénica de
cada estirpe sobre una serie de variedades (variedades diferenciales) de la planta
hospedadora. Asimismo, dentro de una raza las estirpes son clasificadas segun el grado
de virulencia que presente frente al hospedador (Alves-Santos et al., 2002a; Kraft y

Haglund, 1978; de Vega-Bartol et al., 2011).

Bases genéticas de la patogenicidad de Fusarium oxysporum

Entre los genes clave para entender el proceso de infeccién de F. oxysporum es
conveniente destacar primeramente el papel de genes flungicos bien conservados en
otras especies de hongos fitopatdgenos. Pertenecen a esta clase los relacionados con
las distintas cascadas de sefalizacion: como son los genes codificadores de
componentes de la cascada de la proteina quinasa dependiente de adenosin
monofosfato ciclico (PKA-APMc), los codificadores de las subunidades o de proteina G
FGA1y FGA2 (Jain et al., 2002; Jain et al., 2005) y subunidad B FGB1 (Jain et al., 2003);
y los codificadores de proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), como FMK1
(Di Pietro et al., 2001) y FOST12 (Garcia-Sanchez et al., 2010). La delecién de estos
genes causa una marcada reduccién de la virulencia en plantas infectadas, incluso la
pérdida total de patogenicidad, como es el caso de los mutantes AFGA2 de F.
oxysporum f. sp. cucumerinum (Jain et al., 2005). Todo ello indica la importancia de
estas rutas conservadas en el proceso de infeccién.

Son cruciales para el desarrollo de la infeccion los genes relacionados con el
mantenimiento de la pared celular del hongo, como son GAS1 que codifica una -1,3-
glucaniltransferasa (Caracuel et al., 2005) y RHO1, codificador de una GTPasa tipo Rho
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(Martinez-Rocha et al., 2008); ambos implicados en la resistencia a enzimas de
degradacion de pared celular. Los mutantes delecionados en estos genes muestran un
fenotipo de virulencia reducida en plantas de tomate.

Diversos genes previamente descritos en otras especies son necesarios para la
virulencia en F. oxysporum. Entre ellos: CLC1, que codifica una proteina canal de
cloruro importante en el estrés oxidativo al ser requerido para una completa actividad
de enzimas lacasas (Canero y Roncero, 2008); genes codificadores de quitina sintasas:
CHSV (Madrid et al., 2003), CHS2, CHSVb y CHS7 (Martin-Urdiroz et al., 2004; Martin-
Urdiroz et al., 2008); genes codificadores de enzimas de degradacion de pared celular
(CWDEs) (Roncero et al., 2000), algunas de ellas con expresién sujeta a represidon
catabdlica por carbono, demostrandose mediante mutantes delecionados en los genes
SNF1 (Ospina-Giraldo et al., 2003) y FRP1 (Duyvesteijn et al., 2005) que ademas de
tener un crecimiento limitado en varias sustratos de carbono simple y complejos,
mostraron una reduccion en la expresion de genes CWDE, lo que no permite una
colonizacidn efectiva, en los primeros estadios de la infeccién, de las raices vegetales
(Jonkers et al., 2009).

Ademas de la regulacién por carbono, la regulacién por nitrégeno también es
importante en el proceso de infeccidn. La delecién del gen FNR1, codificador de un
factor de transcripcidn considerado como regulador global de nitrégeno, provoca una
disminucion de la capacidad de uso de fuentes de nitrdgeno secundario al no
expresarse genes de nutricion que normalmente se inducen en la fase temprana de
infeccidn, dando lugar a una pérdida de virulencia (Divon et al., 2006; Divon y Fluhr,
2007).

La respuesta a condiciones externas como el pH también ha sido estudiada en
F. oxyporum. PACC es un gen implicado en la regulacion de la cascada de respuesta a
altos valores de pH, considerandose ademads un regulador negativo de patogenicidad

(Caracuel et al., 2003).

Por otra parte, el estudio comparativo de los genomas de tres especies
emparentadas como F. graminearum, F. verticilloides y F. oxysporum ha revelado que
la mayor parte del genoma estd conservado en el género Fusarium. Sin embargo,

existen regiones especificas (Lineage-Specific genomic region, LS) en F. oxysporum.
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Estas regiones indican una heterogeneidad gendmica no sdlo entre los componentes
del género Fusarium, sino entre las distintas formas especiales de F. oxysporum, e
incluso se presume que entre las distintas razas de una misma forma especial (Guo et
al., 2014). En el caso de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) las regiones LS estdn
ubicadas estructuralmente en cuatro cromosomas y en pequenas regiones de otros
cromosomas, en concreto un 40% del material genético total (Ma et al., 2010). Estas
regiones LS del genoma de F. oxysporum son ricas en elementos transponibles y genes
con perfiles evolutivos distintos pero relacionados con patogenicidad, como son
efectores secretados y factores de virulencia, factores de transcripcién y proteinas
involucradas en la transduccion de sefiales (Ma et al.,, 2010). Este mismo estudio
demostré que el cromosoma 14 perteneciente a la regién LS puede ser transferido
horizontalmente desde la estirpe patdgena 4287 de Fol a estirpes no patégenas de F.
oxysporum carentes de este cromosoma, provocando la ganancia de patogenicidad
hacia la planta de tomate (Ma et al., 2010). El estudio de estas regiones ha empezado
recientemente y se hipotetiza la posibilidad de que estén involucradas en la
especificidad hospedador-huésped que muestran las distintas formas especiales de F.

oxysporum.

Entre los factores de virulencia se incluyen los genes de avirulencia descritos en
Fol AVR1, AVR2, y AVR3 que son reconocidos respectivamente por los genes de
resistencia (R) de la planta del tomate llamados /-1, I-2 e [-3, respectivamente

(Houterman et al., 2008; Houterman et al., 2009; Rep et al., 2004).

Avri J [Aer ’ ‘ Avr3J

l 1
Wy

Resistance

Figura 3. Resumen esquematico de las interacciones entre las proteinas
AVR de F. oxysporum f. sp. lycopersici y las proteinas de resistencia de la planta
Solanum lycopersicum. Las flechas significan activacion y las lineas acabadas en
cruz significan supresion. AVR1 es sindnimo de SIX4, AVR2 es sindbnimo de SIX3 y
AVR3 es sindnimo de SIX1. (Houterman et al., 2008).
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Todos estos genes de avirulencia estan localizados en el cromosoma 14,
perteneciente a la region LS. En este mismo cromosoma se han identificado otros once
genes candidatos a codificar proteinas efectoras (Schmidt et al., 2013). Las proteinas
codificadas por estos genes se encontraron en la savia xilematica, y se denominaron
proteinas SIX (SIX1-SIX14) del acrénimo inglés Secreted In Xylem, o secretadas en el
xilema (Houterman et al., 2007). Todas ellas son pequefias (menos de 200
aminodcidos), y enriquecidas en residuos de cisteina (al menos 4) (Ma et al., 2010).

La primera proteina con estas caracteristicas identificada en la savia xilematica
de plantas de Solanum lycopersicum L. infectadas fue SIX1 (Rep et al., 2002; Rep et al.,
2005), de 32 kDa, también conocida como Avr3, puesto que es reconocida por la
proteina de resistencia I-3 del tomate (Rep et al., 2004). Esta proteina es requerida
para una virulencia completa (Rep et al., 2005), aunque el modo de accién aun es
desconocido (de Sain y Rep, 2015).

La proteina SIX3 o Avr2, exclusiva de la forma especial lycopersici, de 18 kDa, es
reconocida por I-2 (Houterman et al., 2009). La principal expresién de SIX3 ocurre
durante el crecimiento en los haces xilematicos vy, al igual que SIX1, es requerido para
la completa virulencia en las plantas de tomate (Houterman et al., 2009). SIX3 es capaz
de formar homodimeros que se localizan en el nucleo y en el citoplasma; también es
capaz de formar heterodimeros con SIX5 localizados en el nicleo, en el citoplasma y
ademas en la periferia celular en forma de cimulos (Ma et al., 2013; Ma et al., 2015).
Aunque aun se desconoce el modo de accidon de SIX3 y SIX5 en el incremento de la
virulencia, se sospecha que la diferente formaciéon de dimeros y su localizacién es
relevante (de Sain y Rep, 2015).

La proteina SIX4 o Avrl, no es requerida para la completa virulencia en
variedades susceptibles de tomate. Sin embargo, es un supresor de los mecanismos de
resistencia basados en las proteinas I-2 e I-3 (Houterman et al., 2008).

La proteina SIX6, de 23 kDa, no es exclusiva del género Fusarium, ya que
también se encuentra en especies del género Colletotrichum (Gawehns et al., 2014). Es
requerida para una completa virulencia en F. oxysporum, cuyo modo de accién
sugerido es la supresion de la respuesta defensiva de la planta mediante muerte

celular (Gawehns et al., 2014).
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La funcidon y fenotipo mostrado en la delecién de los genes codificadores de las

demas proteinas SIX (SIX2, SIX7-SIX14) aun es desconocido (de Sain y Rep, 2015).

El gen SGE1 (SIX Gene Expression 1), localizado en el nucleo del genoma, core
genome, region no especifica y comun a las especies del género Fusarium, codifica
para un factor de transcripcién que no es requerido para la penetracion y colonizacidn
radicular, pero si para el crecimiento parasitico; siendo ademds imprescindible para la
expresion de genes codificadores de efectores durante la infeccion como son los genes

SIX (SIX1, SIX2, SIX3 y SIX5) (Michielse et al., 2009b).

Otras familias génicas que muestran expansiones en las regiones LS son las
correspondientes a factores de transcripcién, como aquellos codificados por los genes

FOW2, y las familias génicas EBRy FTF.

FOW?2 es un gen que codifica un factor de transcripcién de tipo Zn(ll),Cyss. Es
un gen conservado en las formas especiales de F. oxysporum, ya que al menos una
copia esta presente en todos los genomas de las formas especiales disponibles. En el
caso de la estirpe 4287 de Fol, el gen FOW2 se encuentra en el cromosoma 2, y tiene
dos pardlogos en los cromosomas accesorios 3 y 6. Los mutantes interrumpidos en
esta forma especial reducen la virulencia en torno al 50% (Michielse et al., 2009a). Sin
embargo en la forma especial melonis la interrupcidén provoca una pérdida completa

de patogenicidad (Imazaki et al., 2007).

EBR1, al igual que FOW2, es un gen que codifica un factor de transcripcién que
contiene un dominio de tipo Zn(ll),Cyss especifico de hongos. Fue caracterizado por
primera vez en F. graminearum (Dufresne et al., 2008). En esta especie, EBR1 es
necesario para un crecimiento radial normal y cuando se encuentra como patégeno en
la espiga del trigo, puesto que su delecién provoca una disminucién de la virulencia
(Zzhao et al., 2011). La delecion del gen EBR1 en la estirpe 4287 de Fol muestra un
fenotipo de crecimiento limitado (Zhao et al., 2011). Ocurre lo mismo para las estirpes
MM10, MN-25, 007, Df023, Df038 y para la estirpe no patdégena Fo47, aunque en ésta

ultima los fenotipos encontrados son mas moderados (Jonkers et al., 2014).
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A diferencia de F. graminearum, donde EBR1 esta presente como copia Unica,
en las estirpes patégenas de F. oxysporum existen pardlogos de este gen. En concreto
en el genoma de la estirpe 4287 existen 6 pardlogos (Zhao et al., 2011). El gen EBR1
homdlogo al encontrado en F. graminearum se encuentra en el cromosoma 7,
perteneciente al core genome mientras que las demds copias (EBR2, EBR3 y EBR4) se
encuentran todas ellas en regiones LS (Jonkers et al., 2014). Ademas de un crecimiento
andmalo se ha comprobado que los mutantes en EBR1 de Fol muestran una virulencia
reducida, asi como disminucién de la capacidad de biocontrol en la estirpe no
patégena Fo47 (Jonkers et al., 2014). Los analisis de microarrays muestran que tanto
en F. graminearum como en F. oxyporum EBR1 regula genes implicados en
metabolismo, defensa y virulencia. Sin embargo lo hace de una manera diferente: en F.
graminearum EBRI1 regula positivamente el metabolismo del carbono y de manera
negativa a genes relacionados con la defensa; mientras que en Fol regula
positivamente genes cuyos productos intervienen en vias de defensa celular, o son
factores de virulencia, toxinas y proteinas de resistencia, y de manera negativa genes
cuyos productos intervienen en el metabolismo general y en el transporte celular

(Jonkers et al., 2014).

Al igual que FOW2 y los genes EBR, la familia génica FTF se encuentra en
expansién en la regidon especifica de F. oxysporum. Los genes FTF codifican también
factores de transcripcién con dominio de unién al ADN de tipo dedo de zinc binuclear
Zn(l1),Cyse. Los genes FTF fueron descritos por primera vez en las estirpes muy
virulentas de F. oxysporum f. sp. phaseoli (Ramos et al., 2007), en las cuales se
encontrd que FTF1 era parte estructural de un SCAR (Sequence Characterized Amplified
Regidn) disefiado para diagndstico y deteccidn de las estirpes muy virulentas de esta
forma especial en los cultivos de Phaseolus vulgaris L. (Alves-Santos et al., 2002b).
Estudios mediante hibridaciones tipo Southern Blot permitieron descubrir un segundo
gen homadlogo a FTF1 que estaba presente en todas las estirpes con distinto rango de
virulencia e incluso en las no patdgenas. Este gen, denominado FTF2, presenta una
elevada homologia con FTF1 (83%), encontrandose altamente conservado y en forma
de copia Unica en hongos filamentosos (Ramos, 2005). Las mayores diferencias entre

los genes FTF1 y FTF2 no se encontraron en la region codificante, sino en la zona del
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promotor donde la homologia bajaba hasta el 65%, lo que explica la diferente
expresion de los genes: FTF1, al contrario de FTF2 tiene una expresién abundante y
especifica durante la colonizacion de la planta (Ramos et al., 2007). Ademas, el nimero
de copias del gen FTF1 en las distintas estirpes de F. oxysporum es variable: en el caso
de las estirpes de la forma especial phaseoli el grado de virulencia esta correlacionado
con el numero de copias y nivel de expresidon del gen (de Vega-Bartol et al., 2011),
mientras que en el caso de la estirpe 4287 de la forma especial lycopersici se han
anotado 11 copias homdlogas a la familia FTF. Una de ellas es homdloga a FTF2
(cercano al 100% de homologia), cuyo locus se ubica en el cromosoma 9, perteneciente

al core genome, mientras que las demds copias homdlogas a FTF1 se ubican en loci

pertenecientes a regiones especificas.

Gen locus Cromosoma locus Cromosoma | Gen locus Cromosoma
FOW2 FOXG_06378 2 EBR1I FOXG_05408 7 FTF2 FOXG_09390 9
FOW2 FOXG_21393 6 EBR2 FOXG_14277 14 FTF1 FOXG_15059 1
FOW2 FOXG_12458 3 EBR3 FOXG_06927 3 FTF1 FOXG_12539 3
EBR3 FOXG_16083 3 FTF1 FOXG_12589 3
EBR3 FOXG_16295 6 FTF1 FOXG_14000 6
EBR4 FOXG_12561 3 FTF1 FOXG_17084 6
EBR4 FOXG_12612 3 FTF1 FOXG_17123 6
EBR4 FOXG_13979 6 FTF1 FOXG_14257 14
EBR4 FOXG_17064 6 FTF1 FOXG_16414 14
FTF1 FOXG_17458 14
FTF1 FOXG_14422 15

Tabla 1. Localizacion cromosémica de los genes FOW2, EBR y FTF en la
estirpe 4287 de F. oxysporum f. sp. lycopersici. En sombreado gris se destaca la
copia de cada familia génica localizada en el core genome, y en blanco las
localizadas en regiones LS.

Por ultimo es preciso destacar que desde el afio 2007, con el primer genoma
secuenciado completo de F. oxysporum, es posible establecer estudios genéticos
comparativos entre miembros del género Fusarium (F. oxysporum, F. graminearum y F.
verticillioides), y entre algunas formas especiales del complejo de especies F.
oxysporum. La disponibilidad y el andlisis de estos genomas es posible gracias al
proyecto Broad Institute del MIT (Massachusetts Institute of Technology). En la
siguiente tabla se muestra la informacidon relativa a los genomas secuenciados
disponibles de F. oxysporum.
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|NRRL | Estirpe  Forma especial | Género hospedador Tamaio (Mb) Genes Cromosomas

37622 HDV247 pisi Pisum 55,19 19623 15
54002 Fo47 (biocontrol) - 49.66 18191 12
32931 FOSC 3-a (humano) Homo 47.91 17280 15
26381 CL57 radicis-lycopersici Solanum 49,36 18238 *
34936 4287 lycopersici (raza 2) Solanum 61,36 20925 15
54003 MN25 lycopersici (raza 3) Solanum 48,64 17931 13
54005 PHWS815 raphani Raphanus/Arabidopsis 53,50 19306 *
54006 115 cubense (raza tropical 4) Musa 46,55 16634 *
25433 vasinfectum Gossypium 52,91 18905 *

Fo5176 Arabidopsis 54,95 21087 *
26406 melonis Cucurbita 54,03 19661 *
54008 PHWS808 conglutinans (raza 2) Brassica/Arabidopsis 53,58 19854 *

Tabla 2. Informacidn de la estructura gendmica de las formas especiales
de F. oxysporum secuenciadas en el proyecto Broad Institute. * Informacion no
disponible.

3.Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

Fusarium oxysporum Schlechtend: Fr f. sp. phaseoli J.B. Kendrick y W.C. Snyder
infecta plantas del género Phaseolus como la judia (Phaseolus vulgaris L.) y el judién o
ayocote (Phaseolus coccineus L.), causando la enfermedad denominada
tragueomicosis o fusariosis vascular. La primera descripcion de la fusariosis vascular de
la judia la realizd Harter en 1929 en California (Harter, 1929) mientras que la
caracterizacion del patdgeno la llevaron a cabo Kendrick y Snyder (Kendrick y Snyder,
1942).

La sintomatologia de la enfermedad es tipica de una traqueomicosis producida
por F. oxysporum, con la aparicion de procesos de amarilleamiento, clorosis y
decaimiento. El hongo penetra por la raiz y el hipocotilo a través de heridas y se

multiplica en el tejido vascular de la planta hasta que lo colapsa.
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Figura 4. Comparacion sintomatica de plantas sanas de P. vulgaris (A)
frente a plantas infectadas por un aislado muy virulento de F. oxysporum f. sp.
phaseoli (B).

Al igual que en otras formae speciales, en F. oxysporum f.sp. phaseoli es posible
establecer una clasificacidon en razas, en funciéon de la capacidad patdgenica de los
aislados sobre una serie de variedades diferenciales de judia (Aloj et al., 1987; Alves-
Santos et al., 2002a). Hasta el momento se han identificado 7 razas:

e Raza 1. Carolina del Sur (EE.UU.) (Ribeiro y Hagedorn, 1979).

Raza 2. Brasil (Ribeiro y Hagedorn, 1979).

e Raza 3. Colombia (Pastor-Corrales y Abawi, 1987).

e Raza 4. Colorado (EE.UU.) (Salgado y Schwartz, 1993).
e Raza 5. Grecia (Woo et al., 1996).

e Raza 6. Espafia (Alves-Santos et al., 2002a).

e Raza 7. Grecia (Alves-Santos et al., 2002a).

Razal Raza2 Raza3 Raza4 Raza5 Raza6 Raza?7

A211
BAT477
CALIMA

IPA 1

HF-465-63-1

Tabla 3. Estudio de Resistencia/Susceptibilidad de variedades
diferenciales de Phaseolus vulgaris L. frente a razas de F. oxysporum f. sp.
phaseoli. Las interacciones resistentes (R) se corresponden a las celdas sombreadas
en verde, mientras que las susceptibles (S) se corresponden con las rojas.

Los numerosos trabajos que han identificado a Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli como agente causal de la fusariosis vascular reflejan la amplia distribucién del
patégeno en diferentes partes del mundo y la importancia de esta enfermedad

(Buruchara y Camacho, 2000).
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Fusariosis vascular en la judia de El Barco de Avila

Espafia posee una amplia gama de variedades de judia cultivada, algunas de
ellas muy apreciadas por sus propiedades organolépticas. Entre las variedades mas
valoradas se encuentran las alubias de El Barco de Avila, acogidas a la Indicacién
Geografica Protegida IGP “Judia de El Barco”, que incluye las siguientes variedades:
Riojana o Blanca Rifidn, Blanca Redonda, Plancheta o Planchada, Morada Larga,
Morada Redonda, Arrocina y Judién de El Barco.

La comarca de El Barco de Avila esta situada en el suroeste de la provincia de
Avila, en la ladera norte de la Sierra de Gredos, a una altitud de unos 1.000 metros.
AuUn siendo esta zona de baja produccion y pequefia la extensiéon de los cultivos,
permanece como cultivo tradicional y posee desde 1989 la categoria de Denominacion
de Calidad, algo muy apreciado en los mercados gastronémicos. Quizas por esto, en la
ultima década el cultivo ha frenado la tendencia a la baja observable en la década de
los 80 y 90, incrementdndose la superficie cultivada inscrita en la IGP europea hasta
llegar a mas de 200 hectareas, asi como la produccién total, llegdndose a superar los
125.000 kg (Consejo Regulador de la Denominacién Especifica de Judias de El Barco de
Avila).

El clima, continental muy acusado, y el tipo de suelo de esta regidon son
determinantes para que se obtengan unas semillas tan valoradas por su sabor vy
textura. Los suelos son acidos con pH que oscila entre 4,5 y 6, ligeros y bien
constituidos, sin problemas de drenaje, con bajo contenido en calcio y fdsforo,
contenido variable en nitrégeno y potasio, alto contenido en materia organica vy
excelentes condiciones fisicas de aireacion y permeabilidad; esto unido a la calidad de
sus aguas, exentas de cal, permiten obtener unas condiciones éptimas para la coccién

y buenas propiedades organolépticas.

El problema sanitario mas importante que padece el cultivo de la judia en El
Barco de Avila es la Fusariosis Vascular (Diaz-Minguez et al., 1996), producida por el
hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli. Esta enfermedad es también
denominada “quema” o “rastrojera” en esta comarca. Sabemos que no se trata de una

enfermedad nueva y que su importancia ya se reconocié en 1926 cuando se hizo un
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estudio acerca de los danos causados en las cosechas de judias de esta zona (Benlloch
y Cafiizo, 1926). Muy probablemente la conjuncién de suelos acidos, la abundancia de
agua para el riego y los métodos tradicionales de laboreo son los que han favorecido la
gran incidencia de la enfermedad en esta comarca.

Hace quince afios nuestro grupo comenzd a realizar inspecciones sistematicas y
periddicas de campos de judias de los alrededores de El Barco de Avila y de los pueblos
colindantes de la comarca (La Carrera, Solana de Avila, Navalonguilla, Tormellas,
Bohoyo, Los Llanos de Tormes, etc.) con el fin de establecer una caracterizacién
genética consistente de las estirpes de F. oxysporum capaces de infectar judia
(Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli) (Alves-Santos et al., 1999; Diaz-Minguez et al.,
1996) y de desarrollar métodos moleculares de diagndstico de la fusariosis vascular
ocasionada por estas estirpes (Alves-Santos et al., 2002b).

Las estirpes pertenecientes a la raza 6 de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
provenientes de la comarca de El Barco de Avila muestran grados distintos de
virulencia que se manifiestan en la rapidez y gravedad de los sintomas con que cursa la
enfermedad vascular causada en variedades espafiolas de Phaseolus vulgaris (Alves-
Santos et al., 2002a). Existe un grupo de estirpes muy virulentas y otro grupo de
estirpes poco virulentas, que ademas son distinguibles mediante un marcador genético
de tipo SCAR, descubierto por nuestro grupo de investigacidon, que aparece en las
estirpes muy virulentas, permitiendo un diagndstico rapido de la enfermedad
mediante PCR, incluso en plantas asintomaticas (Alves-Santos et al., 1999; Alves-

Santos et al., 2002b).

4.Respuesta defensiva de la planta frente
a Fusarium oxysporum

En el reino vegetal se han caracterizado dos sistemas defensivos de respuesta a
la agresion por agentes bidticos: en primer lugar, un sistema de defensa constitutivo o
preexistente y, en segundo lugar, otro de respuesta inducible. Ambos especificos de la

especie vegetal en cuestion.
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La respuesta constitutiva esta asociada a condiciones preexistentes en la planta
como son las caracteristicas estructurales: cutinas, suberinas, ceras, ligninas vy
tricomas. También pertenecen a esta categoria compuestos del metabolismo
secundario que son sintetizados de forma relativamente constante, como son algunos
terpenos, fenoles, flavonoides, isoflavonoides, glucosinolatos, glicésidos, cianogénicos,
y aminodcidos no proteicos, entre otros, que ofrecen defensa al ataque de patégenos

(Dotor Robayo y Cabezas Gutiérrez, 2014).

Respuesta inducida

La respuesta inducida es aquella que ocurre como respuesta al ataque de un
patdgeno. Para su activacién es necesario que la planta detecte al patégeno, lo cual
ocurre gracias a la presencia de determinadas moléculas especificas de patégenos
denominadas elicitores y, mas recientemente, PAMPs (Pathogen-Associated Molecular
Patterns). Los elicitores suelen ser moléculas muy conservadas y esenciales para el
ciclo de vida del patégeno. En el caso de los hongos se ha determinado que actuarian
como tales algunos componentes de la pared celular, como la quitina, glucanos y
mananos. Debido a su relevancia funcional, la variabilidad de estas moléculas es
inferior al resto de moléculas del patégeno, lo que explica que hayan sido elegidas
tanto por plantas como por animales como “huellas delatoras” de patégeno (Bittel y
Robatzek, 2007; Nirnberger y Brunner, 2002).

En la planta se requiere que el elicitor sea detectado por un receptor. Para la
interaccion especifica de Fusarium oxysporum con la planta modelo Arabidopsis
thaliana, se han identificado en el genoma del ecotipo Col-0 seis loci de resistencia a F.
oxysporum f. sp. matthioli lamados RFO (Resistance to Fusarium oxysporum) (Diener y
Ausubel, 2005). El principal y mayor contribuidor a la resistencia es RFO1, que ademas
confiere resistencia a otras formas especiales como raphani'y conglutinans, por lo que
no se trata de una resistencia especifica de raza (Diener y Ausubel, 2005). RFO1
codifica una proteina quinasa asociada a pared celular WAKL22, perteneciente a la
familia proteica de receptores semejantes a quinasas (RLK) (Johnson e Ingram, 2005).

Ademads, se ha descrito que RFO1 es esencial en A. thaliana para la resistencia frente al
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hongo filamentoso Verticillium longisporum cuya estrategia de infeccion es similar a F.
oxysporum (Johansson et al., 2006).

Como se ha mencionado anteriormente, en la interaccion de F. oxysporum f. sp.
lycopersici con la planta S. lycopersicum son importantes para el mecanismo de
defensa los genes | (de inmunidad a la fusariosis). Se conocen 6 loci, algunos de ellos
codifican proteinas de la subclase NBS-LRR (nucleotide binding site — leucine rich
repeat). Los dominios LRR, ricos en repeticiones de leucina, estan implicados en las
interacciones proteina-proteina, por lo que los productos de los genes de resistencia R
estdn comprometidos en la interaccién directa con los productos de genes de
avirulencia (AVR) tales como SIX1 (AVR3), SIX3 (AVR2) Y SIX4 (AVR1) (Houterman et al.,
2008).

Por lo tanto, el reconocimiento del patdgeno F. oxysporum por la planta es
genéticamente complejo y variable, pudiendo ser mediado por elicitores/PAMPs o
bien mediante efectores/proteinas AVR en un modelo clasico de interaccidén gen a gen

(Berrocal-Lobo y Molina, 2008).

Los hongos necrotrofos son capaces de producir enzimas hidroliticas, e inducir
especies reactivas de oxigeno (ROS) y muerte celular. Esta muerte celular permite el
acceso directo del hongo a los nutrientes, por lo que a priori favorece el desarrollo de
la infeccion. En términos generales, la accién del patégeno genera un flujo de iones por
activacion de canales idnicos, entre ellos el de calcio. El incremento de Ca®' intracelular
activa las enzimas NADPH oxidasas y peroxidasas que producen peréxido de hidrégeno
y otras especies reactivas de oxigeno. Sin embargo, existe discusién sobre si la
produccién inicial de ROS facilita o limita la progresién de la infeccién por F.
oxysporum, puesto que los resultados son contradictorios. En A. thaliana, los mutantes
que presentan muerte celular espontanea y produccién de ROS debido a Ia
sobreexpresidon del gen de senescencia SEN1 son mas sensibles a la infeccién por F.
oxyporum (Schenk et al., 2005), mientras que en Asparagus densiflorus la muerte
celular del tejido de la epidermis radicular y la activacion de peroxidasas que producen
ROS esta asociada a la restriccién del patégeno F. oxysporum f. sp. asparagi (He et al.,
2001). Estos resultados parecen indicar que las ROS y la muerte celular pueden tener

diferentes efectos en funcion de la interaccion o, incluso, que haya diferentes tipos de
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muerte celular y tipos de especies reactivas de oxigeno que tengan papeles opuestos
sobre el desarrollo de la enfermedad (Berrocal-Lobo y Molina, 2008).

Ciertamente, las especies reactivas de oxigeno tienen un gran abanico de
funciones directas, pero también indirectas, pues se consideran moduladores de la
respuesta de defensa en conjuncidn con otras sefiales moleculares de la planta, como

son el 4cido salicilico (SA) y el 6xido nitrico (NO) (Torres et al., 2006).

PATHOGENS
(Elicitors-MAMPs)

NADPH . Seavenging
Oxidase Peroxidases Systems

Chloroplasts

e NN / [
O — @ =
VY ¥><

Cell Cell Wall Defense Gene
Death Strengthening Activation

SAR

INDUCED DEFENSE RESPONSE

Figura 5. Produccién y funcion de las especies reactivas de oxigeno en
respuesta a patogenos (Torres et al., 2006).

En la respuesta sistémica inducida son cruciales las vias de sefializacidn
transduccional mediante acido salicilico (SA), acido jasménico (JA), etileno (ET) y acido
abscisico (ABA), ya que juegan un papel en la modulacion de la respuesta inmune de la
planta (Glazebrook, 2005). Entre las distintas vias moleculares hay interacciones
cooperativas y antagdnicas, aunque hoy en dia se desconoce la totalidad de éstas y su
repercusién sobre la resistencia a estreses bidticos.

Se considera que la resistencia contra patégenos biotréficos y hemibiotréficos
estd asociada con la via dependiente de acido salicilico, siendo el gen PR1, codificador
de una proteina secretada, el que se utiliza como marcador de las defensas
dependientes de SA (Pieterse et al., 2009; Pieterse et al., 2012; Uknes et al., 1992). Por
el contrario, los agentes patégenos necrotrofos estdn asociados a la via defensiva
dependiente de etileno y jasmonato, siendo los genes ERF1 y PDF1.2 marcadores
genéticos implicados en la resistencia (Penninckx et al., 1996; Pieterse et al., 2009;

Pieterse et al., 2012).
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El 4cido salicilico es considerado el principal inductor de la resistencia sistémica
adquirida (SAR) y causante de la acumulacién de proteinas relacionadas con la
patogénesis (proteinas PR) (Durrant y Dong, 2004). La resistencia sistémica adquirida
confiere proteccidn a la planta sobre un espectro muy amplio de microorganismos. F.
oxysporum es un inductor de la resistencia sistémica adquirida, y el acido salicilico
juega un papel importante en la resistencia de la planta frente a este microorganismo
(Mauch-Mani y Slusarenko, 1994). Ademas se ha comprobado que las plantas tratadas
con acido salicilico antes de la inoculaciéon con F. oxysporum muestran una reducciéon

en sintomatologia caracteristica de la fusariosis (Edgar et al., 2006).

Numerosos estudios han utilizado mutantes de A. thaliana y de S. lycopersicum
deficientes en las vias de sefializacion de ET (mutante ein2-5), JA (mutantes co-1vy jarl-
1) y SA (mutantes NahG, sid2-1, eds1-1, eds-3, eds-4 y eds-10) en la interaccién con las
formas especiales conglutinans y lycopersici de F. oxysporum. Todos estos trabajos
revelaron que estas tres vias son importantes para el control de la fusariosis producida
en Arabidopsis y que, ademas, existen efectos cooperativos similares a los descritos en
la resistencia de A. thaliana frente a patdégenos como Botrytis cinerea o el oomiceto
vascular Pythium irregulare (Adie et al., 2007). A pesar de la funciéon cooperativa de
estas vias en la regulacién de la resistencia a F. oxysporum por A. thaliana, la expresion
constitutiva de algunos reguladores transcripcionales de estas vias son suficientes por
si solas, para conferir una mayor resistencia a F. oxysporum (Berrocal-Lobo y Molina,
2004), asi como a otros patdgenos vasculares (Berrocal-Lobo et al., 2002). Por ejemplo,
la sobreexpresién del gen PR1 de Arabidopsis en el tomate y en el trigo confiere un
aumento de la resistencia a F. oxysporum f. sp. lycopersici (Lin et al., 2004) y a F.
graminearum (Makandar et al., 2006), respectivamente.

La sefializacién mediante acido abscisico, ademas de regular el desarrollo de la
planta y la respuesta a estreses abidticos, juega un papel importante en la respuesta
defensiva a patdgenos (Adie et al., 2007). Sin embargo, algunos estudios realizados en
la interaccion de Arabidopsis con hongos necrotrofos, asi como en la interaccion con F.
oxysporum, muestran una regulacién negativa por ABA de la respuesta defensiva

(Anderson et al., 2004; Lorenzo et al., 2003; de Torres-Zabala et al., 2007).

_25-



(i) Fox receptor (RFO1) O,

Fox PAMP = Hz0,
OX S ox
iy S
Ca?* —  NADPHs
PEXs H,0,

Ros 4
(i production
V'3
MAPKs
cascade
(iv) Activation of signal transduction pathways

e m——
coil-1

NahG jari-1 —| -« aba2-1 -« ernt/irx1
npri-1 ein2-5 jin1-9/myc2
eds3,4,5,10 ein3 - ERF1,2,14

- ATAF2 —{ |— MYC2 —»
WRKY70

TRENDS in Plant Science

Figura 6. Red de seiiales de transduccion implicadas en la respuesta
defensiva de Arabidopsis thaliana frente a Fusarium oxysporum (Berrocal-Lobo y
Molina, 2008). Reguladores positivos como ERF1, ERF2 y ERF14 estan marcados en
verde, mientras los marcados en rojo se consideran reguladores negativos. Las
barras en forma de T indican mutantes de Arabidopsis con deficiencias de
sefializacion en la resistencia a F. oxyporum, mientras que las flechas indican los
mutantes que muestran una mayor resistencia.

Los factores de respuesta a etileno (ERF) son proteinas que pertenecen a una
familia de factores de transcripcién que, en el caso de A. thaliana, esta formada por
122 miembros (Nakano et al., 2006a). Por lo general la expresidon constitutiva de los
miembros de la familia génica ERF son activadores positivos de la expresidon de genes
JA/ET dependientes, aumentando la resistencia contra patdgenos necrotrofos (Huang
et al., 2015). Algunos de ellos estan implicados directamente en la activacién de la
respuesta defensiva contra F. oxysporum. ERF1 fue el primer factor descrito cuya
expresién era inducible por etileno, promoviendo la expresion de genes como PDF1.2 y
PR3, codificador de una quitinasa basica (Cheng et al., 2013), que inhibe el crecimiento
de microorganismos (Verburg y Huynh, 1991). Se considera un factor de transcripcion
integrador de las vias de respuesta al etileno y al dcido jasmédnico (Lorenzo et al., 2003;
Nakano et al., 2006b). La expresién constitutiva del gen ERF1 en los mutantes coil,

eill, ein2 y ein3 indica una recuperacion de la respuesta defensiva en Arabidopsis
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(Solano et al., 1998; Zhu et al., 2011), lo que sugiere que ERF1 actie como regulador
aguas abajo de la interseccién entre las vias de ET y JA, siendo un elemento clave en la
integracion de ambas sefiales (Lorenzo et al., 2003). Al igual que el gen ERFI, las
plantas que expresan constitutivamente el gen ERF2 son mas resistentes a F.
oxysporum que las plantas de tipo silvestre (McGrath et al., 2005). Los genes ERF1 y
ERF2 codificadores de factores reguladores de defensa estan regulados a su vez por
etileno mediante el factor de transcripcion ERF14 (Ofiate-Sanchez et al., 2006). Se han
descrito recientemente otros factores, como ERF5, ERF6 (Moffat et al., 2012) y ERF96
(Catinot et al., 2015), cuya expresion parece de gran relevancia frente a
microorganismos necrotrofos como B. cinerea, aunque el papel frente a F. oxysporum
estd aun por determinar. Sin embargo, no todos los factores de respuesta a etileno son
reguladores positivos. Asi, ERF4, cuya expresion es inducible por etileno, actia como
regulador negativo, mediando interacciones antagdnicas entre SA, JA y ABA (Yang et
al., 2005).

Otro factor de regulacién negativa, independiente de la familia génica ERF y de
la via de ABA, es el factor de transcripcién ATAF2. La sobreexpresion del gen ATAF2 en
Arabidopsis conduce a una mayor susceptibilidad a F. oxyporum, ya que bloquea la

expresion de genes de defesa tales como PDF1.2 y PR1 (Delessert et al., 2005).

Respecto a la especie Phaseolus vulgaris, nuestro grupo pretende dilucidar qué
vias de sefalizacion de la planta son activadas en la interaccién con estirpes de F.
oxysporum f. sp. phaseoli con distintos grados de virulencia. Hemos utilizado la
expresion de los genes PR1 y PR5 como indicadores de la sefializacion de acido
salicilico y la expresion de los genes ERF1 y ERF2 como indicadores de la sefializacion
por etileno y jasmonato. Ortélogos de estos genes descritos en Arabidopsis se
encuentran conservados en genomas de leguminosas como Glicine max y Medicago
Sativa. En la actualidad el genoma de Phaseolus vulgaris esta disponible en la
plataforma Phytozome perteneciente al JGI (Joint Genome Institute) (Schmutz et al.,

2014).
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Objetivos

Objetivos

1. Establecer diferencias en la dindmica de colonizacion de Phaseolus vulgaris

entre estirpes poco y muy virulentas de F. oxysporum f. sp. phaseoli en la infeccion.

2. Determinar patrones de expresion de genes fungicos implicados en la

patogenicidad/virulencia de F. oxysporum, y patrones de expresion de genes del
hospedador P. vulgaris implicados en las vias de sefializacién de respuesta a estrés

bidtico por estirpes de F. oxyporum f. sp. phaseoli con diferentes grados de virulencia.
3. Estudio del fenotipo asociado al gen FTF1 mediante la consecucién de

estirpes silenciadas en la familia génica FTF, y determinacion de genes regulados por el

factor de transcripcion FTF1.
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The dynamics of root and hypocotyl colonization, and the gene expression patterns
of several fungal virulence factors and plant defense factors have been analyzed and
compared in the interaction of two Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli strains displaying
clear differences in virulence, with a susceptible common bean cultivar. The growth of
the two strains on the root surface and the colonization of the root was quantitatively
similar although the highly virulent (HV) strain was more efficient reaching the central
root cylinder. The main differences between both strains were found in the temporal
and spatial dynamics of crown root and hypocotyl colonization. The increase of fungal
biomass in the crown root was considerably larger for the HV strain, which, after an
initial stage of global colonization of both the vascular cylinder and the parenchymal
cells, restricted its growth to the newly differentiated xylem vessels. The weakly virulent
(WV) strain was a much slower and less efficient colonizer of the xylem vessels, showing
also growth in the intercellular spaces of the parenchyma. Most of the virulence genes
analyzed showed similar expression patterns in both strains, except SIX7, SIX6 and
the gene encoding the transcription factor FTF1, which were highly upregulated in root
crown and hypocotyl. The response induced in the infected plant showed interesting
differences for both strains. The WV strain induced an early and strong transcription of
the PR7 gene, involved in SAR response, while the HV strain preferentially induced the
early expression of the ethylene responsive factor ERF2.

Keywords: Fusarium oxysporum, Phaseolus vulgaris, confocal microscopy, virulence, effector

Introduction

Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. is an anamorphic species complex (FOSC) with consider-
able morphological and physiological variation (O'Donnell et al., 2009). This fungus is ubiquitous
in soils worldwide being able to grow saprophytically or colonizing plants. The pathogenic
strains collectively may infect more than 100 different hosts, ranging from globally important
crops such as cotton, tomato, banana, and several legumes to immunocompromised patients
(Nucci and Anaissie, 2007; Michielse and Rep, 2009). Despite the broad host range at the species
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complex level, the individual isolates are able to infect only
one or a few plant species. This allows for a classifica-
tion into formae speciales based on host-specificity (Booth,
1971; Armstrong and Armstrong, 1975), making the F. oxys-
porum species complex a very attractive system for the
study of the relationships between pathogenicity, virulence
and host-specificity. F. oxysporum f. sp. phaseoli infects some
species of the genus Phaseolus, mainly Phaseolus vulgaris
and P. coccineus (de Vega-Bartol et al, 2011), and is one
of the principal agents limiting dry bean production world-
wide.

The cellular basis of the host-pathogen interaction in vascular
wilt diseases was first described using transmission electron-
microscopy (Bishop and Cooper, 1983). The use of laser scanning
spectral confocal microscopy (CLSM) has improved our knowl-
edge of the details concerning infection in multiple hosts and
different races of the pathogen. The majority of studies show
that invasion of the host by F. oxysporum strains expressing the
green fluorescent protein (GFP) begins with the development
of a hyphal network around root hairs and the upper part of
taproot, followed by penetration and colonization of the root epi-
dermis. Once the hyphae are inside the roots the development

TABLE 1 | Oligonucleotides used in this study.

Oligonucleotides Ace. No.* Oligonucleotides sequence Amplicon size (bp)
B310User DQ2803132 GGGTTTAAUCAGCCATTCAT GGATGACATAACGAATTTC 670
5FTF1RBamH| GGATCCGGCTCTGCCAGAGACAAAGTTAC

5GFPFBamH| gGFP* GGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG 782
GFPUserR GGACTTAAUCCAGATTCGTCAAGCTGTTTG

EBR1-F FOXG_05408° ACCACCGACAGCAACAGCAGC 155
EBR1-R GTTGGGTCGGCGTTGATCCTC

FNR1-F DQ3878582 CCAGCAGTTCATGTATGGTGGCG 136
FNR1-R CACCTGAGAGGGGTCGATATGCC

FOW2-F AB2666162 CAAATCCTTCGCCCTCACATCTG 130
FOW2-R GATCCTGGTGTCAAAGCCGAGG

FTF1-F DQ2803132 TGTGGTGGCCAGGATATGATG 110
FTF1-R TGCATGCCTGCCTTGACAT

FTF2-F FOXG_09390° ATGCTCACACCCCCACATTCT 108
FTF2-R ATCCCCCAAAGACAAGCTGAC

PacC-F AY1259582 CATGGCAACCTCTCCGTTCCC 132
PacC-R GGGCAGGTAGTATTGCTGAGCCG

RHR1-F FOXG_05541° CCATGCTGAGATTCTCCACGGC 175
RHR1-R CATGACAGGATCGGTTTGGGGTG

RHR2-F FOXG_09999P° CAAGTGGATGGGAGACCTACGCC 158
RHR2-R TGAGCCTGCATTGGCGATTGG

SGE1-F FOXG_10510° CAGCCGTATCCTTGGCAACTA 101
SGE1-R TGGTTGACTTGCCGTTCCTT

SIX1-F AJB087022 GAGCCGCCTCAATCGCCTG 194
SIX1-R GCCCAAGTTGCGCGATATGTG

SIX6-F ACY39286.12 GCTTTTGCGTGGCGAACCC 102
SIX6-R TTTTCCCGTTGCTGAGATTGCG

PR1-F Phvul.003G109100° CAGGCACTACACTCAGGTTGTTTGGA 111
PR1-R TTGCCAGGAGGAGCATAGTTGCAA

PR5-F Phvul.001G016700° CGGAAAATGTGTCACCGGAGACTG 148
PR5-R ATTGTAACCGTCCACCAGGCTCAC

ERF1-F Phvul.007G127800° CCTGTTGTGGCTCTGAAGAGGAAAC 124
ERF1-R CAGGACCAAGGTCTTCAAACACGAC

ERF2-F XM_0035498869 GGGAAAGTTCGCGGCGGAG 164
ERF2-R CGGAGTTAACCCTCAACGGAAAATTC

EFtalpha-F FOXG_03515P CATCGGCCACGTCGACTCT 144
EFtalpha-R AGAACCCAGGCGTACTTGAA

Actin-F Phvul.011G064500° GAAGTTCTCTTCCAACCATCC 175
Actin-R TTTCCTTGCTCATTCTGTCCG

*GeneBank numbers @ or loci numbers of the F. oxysporum genome ®) sequence (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/MultiHome. htmi),
the P. vulgaris genome (© (http://www.phytozome.net/commonbean.php) or the Glycine max genome D (htto://www.phytozome.net/soybean.php) are provided, except

*plasmid gGFP.
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TABLE 2 | Fungal genes analyzed during colonization of Phaseolus vulgaris plants by weakly and highly virulent strains of F. oxysporum.

Gene Ace. No" Product*  Effect of gene inactivation Reference

EBR1 FOXG_05408 b TF Reduced virulence; impaired growth; reduced biocontrol capacity Zhao et al. (2011)

FNR1 DQ3878582 TF Reduced virulence; reduced ability to use secondary nitrogen sources Divon et al. (2006)

Fowz  AB2666162 TF Non-pathogenic; impaired in invasive growth Imazaki et al. (2007)
FTF1 DQ2803132 TF Reduced virulence Ramos et al. (2007), Nifio-Sanchez (unpublished)
FTF2 FOXG_09390° TF Unknown; homologue of FTF1 Ramos (2005)

PacC AY 1259582 TF Increased virulence and expression of acid-expressed genes Caracuel et al. (2003)
RHR1 FOXG_05541° TF Impaired to use L-rhamnose as carbon source Pardo and Orejas (2014)
RHR2  FOXG_09999 P TF Unknown Orejas (pers. comm)
SGET FOXG_10510° TF Non-pathogenic; reduced sporulation Michielse and Rep (2009)
SIX1 AJB087022 SSP Reduced virulence (more pronounced in older plants) Rep et al. (2004)

SIX6 ACY39286.12 SSP Reduced virulence Gawehns et al. (2014)

*GenBank accesion numbers @ or loci numbers of the F. oxysporum genome sequence ® (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/MultiHome.

html) are provided. +TF, transcription factor; SSF, small secreted protein.

of disease symptoms and degree of colonization in resistant and
susceptible cultivars show differences in several hosts. F. oxyspo-
rum f. sp. medicaginis colonizes the cortex and central cylinder
of roots of resistant and susceptible cultivars in similar ways. In
Medicago truncatula inoculation of a resistant cultivar resulted in
the delay of symptom development and reduction of the disease
severity with respect to the inoculation of a susceptible cultivar,
but no correlation could be found with the degree of coloniza-
tion of the root parenchyma and central cylinder (Ramirez-Suero
et al., 2010). In watermelon, the pathogen can colonize the lat-
eral roots in compatible interactions, but it is unable to penetrate
the taproot when infecting a resistant cultivar (Lii et al., 2013).
A more complex interaction has been recently reported in the
infection of chickpea with F. oxysporum f. sp. ciceris. In compat-
ible interactions the pathogen grows intercellularly in the root
cortex, reaches the xylem and then advances upward through
the xylem of the stem (Jiménez-Fernandez et al, 2013). All
the incompatible interactions were asymptomatic, but a race 0
strain was able to colonize the xylem vessels of root and stem
of the resistant cultivar JG-62, while in another resistant cul-
tivar, WR-315, it was halted in the intercellular spaces of the
root cortex failing to reach the xylem. However, a race 5 strain
progressed up to the hypocotyl in the same resistant cultivar WR-
315 (Jiménez-Fernandez et al., 2013). Therefore, colonization of
xylem vessels does not guarantee a compatible interaction, at least
in chickpea.

All the examples described above are based on the analysis of
host-specificity (formae speciales) and cultivar specificity (races).
Much less attention has been paid to interactions involving more
virulent or less aggressive strains, even though virulence is often
the only difference between a devastating and a tolerable dis-
ease. Previously, we characterized several groups of virulence in
F. oxysporum f. sp. phaseoli and demonstrated that virulence is
not correlated with race, because strains that belong to the same
race may display different virulence on the same common bean
cultivar (Alves-Santos et al., 2002a). However, virulence depends
in part on the host, because equally virulent strains on P. vulgaris
show differences in virulence on P. coccineus (de Vega-Bartol
et al., 2011). We have also shown that some virulence factors
are specific to highly virulent (HV) strains (Alves-Santos et al.,
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FIGURE 1 | Common bean plant (Phaseolus vulgaris L.) and
histological structure of the plant regions analyzed in the present
study. (A) Common bean plant grown in hydroponic culture. (B-D) Cross
sections of the three plant regions analyzed in the present study showing the
definitive architecture of the xylem and phloem vessels in the hypocotyl (B),
the primordial rings of xylem and phloem vessels in the root crown (C) and the
undifferentiated central cylinder in the tap root (D). Plant sections were fixed,
embedded in paraffin and stained with toluidine blue for microscopic
examination.

2002b) and specifically induced in planta (Ramos et al., 2007).
In the only confocal microscopy study reported to date involving
strains of F. oxysporum differing in virulence, we obtained evi-
dence about the importance of the speed of xylem vessel coloniza-
tion as a determinant of disease severity (Garcia-Sdnchez et al.,
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FIGURE 2 | External colonization of the root system by highly virulent
(HV; FOP-SP1) and weakly virulent (WV; FOP-SP4) Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli strains. Colonization of the taproot and lateral
roots of plants inoculated with the HV strain FOP-SP1 (red framed images)
and the WV strain FOP-SP4 (blue framed images) was visualized by confocal

0 pm100

0 um 250 um 250

laser scanning microscopy 1-3 days post inoculation (dpi). (A-C) FOP-SP1
mycelium growing in the junction of a lateral root with the taproot.

(D-F) FOP-SP4 mycelium growing in an interstitial zone of a lateral root.
Intermediate root zones showing epidermis colonization by FOP-SP1 hyphae
(G-1) and FOP-SP4 hyphae (J-L).

2010). This analysis left open some important questions related
to the differences in colonization between HV and weakly viru-
lent (WV) strains. For example, do HV strains develop a higher
amount of fungal biomass inside the host than WV strains? What
are the spatial milestones of colonization that differentiate both
types of strains? Finally, if there is a differential expression of
fungal virulence factors and plant defense factors, when does it
happen?

In this work we addressed the above questions by determin-
ing the qualitative and quantitative differences on the spatial
and temporal dynamics of colonization of a susceptible com-
mon bean cultivar infected by WV and HV strains of F. oxys-
porum f. sp. phaseoli, the gene expression patterns of several
fungal virulence factors, and the host defense response involv-
ing expression of genes related to the salicylic acid (SA) defense
induced response and the ethylene (ET)/jasmonic mediated
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FIGURE 3 | Internal colonization of the root system by HV (FOP-SP1)
and WV (FOP-SP4) F. oxysporum f. sp. phaseoli strains. Mycelial growth
of FOP-SP1 and FOP-SP4 inside the taproot was visualized in longitudinal
sections (A,B) and cross sections (C-F) of infected plants 1-3 dpi. The
arrows indicate hyphae of FOP-SP1 growing inside the vessels of the central
cylinder of the taproot (red framed images) and hyphae of FOP-SP4 colonizing
the cortex of the taproot (blue framed images).

response. Systemic acquired resistance (SAR) confers protec-
tion against a broad spectrum of microorganisms. SAR requires
the signal molecule SA and is associated with accumulation of
pathogenesis-related proteins (PRs; Durrant and Dong, 2004).
Also, the cross-talk between ET and jasmonate (JA) signaling
pathways determines the activation of defense responses against
pathogens.

Materials and Methods

Fungal Strains and Culture Conditions

The F. oxysporum f. sp. phaseoli strains FOP-SP1 (HV) and
FOP-SP4 (WV) used in this study have been described (Alves-
Santos et al., 1999, 2002a). All strains were grown as previously
described (Alves-Santos et al., 1999). Fungal cultures were estab-
lished from frozen mycelia stored on 25% glycerol (v/v) at —80°C,
and incubated at 25°C with continuous light for 1 week (solid
media) or 5 days at 120-180 rpm (liquid cultures).

0 um 500

0 pm 250

FIGURE 4 | Colonization of the root crown by HV (FOP-SP1) and WV
(FOP-SP4) F. oxysporum f. sp. phaseoli strains. The growth of mycelium
of FOP-SP1 and FOP-SP4 in the root crown region was visualized in
longitudinal sections (A-D) and cross sections (E,F) of plants at 5-7 dpi. The
hyphae of FOP-SP1 heavily colonized the cortex (A) and the xylem vessels (C
and white arrows in E) of the root crown. The growth of hyphae of FOP-SP4 in
the root crown predominantly occurred along the interstitial spaces of cortical
cells (B,D) although some hyphae also colonized the xylem vessels (yellow
arrows in F).

Development of GFP-Expressing Strains of

F. oxysporum

Plasmid pRF-HU-GFP was constructed to express GFP in
F. oxysporum f. sp. phaseoli. A 3.1 Kb fragment containing
the sGFP gene under the control of the glyceraldehyde 3-
phosphate deshydrogenase promoter of Aspergillus nidulans was
excised from plasmid gGFP (Maor et al, 1998; Sukno et al,
2008) by digestion with Xbal and Clal. This 3.1 Kb Xbal-
Clal fragment was blunt-ended using the Klenow fragment of
T4 DNA polymerase and ligated into the binary vector pRF-
HU (Frandsen et al., 2008) digested with Pacl and also blunt-
ended. Plasmid pRF-HU-PFTF1GFP was designed to express
GFP under the control of the FTFI promoter (PFTFI). The
pair of primers B310User-5FTF1RBamHI (Table 1) was used
to amplify a 670 bp DNA fragment containing the promoter
of gene FTFI using genomic DNA of strain FOP-SP1 as tem-
plate. In parallel, primers 5GFPFBamHI and GFPUserR were
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FIGURE 5 | Colonization of the hypocotyl by HV (FOP-SP1) and WV
(FOP-SP4) F. oxysporum f. sp. phaseoli strains. The growth of mycelium
of FOP-SP1 (red framed images) and FOP-SP4 (blue framed images) was
visualized in longitudinal sections (A,B) and cross sections (C-J). Hyphae of
FOP-SP1 were detected growing inside the xylem vessels almost exclusively
(arrows) at 10 dpi (A), 14 dpi (C,D), and 21 dpi (G,H). Hyphae of FOP-SP4
were mainly detected growing along the cells of cortex and parenchyma
(white arrows), at 10 dpi (B), 14 dpi (E,F) and 21 dpi (l,J), although some
hyphae were also seen inside the xylem vessels (yellow arrows).
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FIGURE 6 | Quantification of fungal biomass in P. vulgaris plants
colonized by HV and WV strains of F. oxysporum f. sp. phaseoli.
FOP-SP4 DNA (blue bars) or FOP-SP1 DNA (red bars) relative to that of
common bean was measured by assaying the fungal FTF2 gene and the plant
actin gene by RT-gPCR using DNA extracted from the root system at 1, 2,
and 3 dpi (RS1, RS2, and RS3), root crown at 5 and 7 dpi (C5 and C7) and
hypocotyl at 14 and 21 dpi (H14 and H21). All measurements were referred to
the value obtained for FOP-SP4 colonization at RS1 (arbitrary value of 1.0).
Significative differences were observed for C5 (“p < 0.01), C7 (*p < 0.05),
and H21 (**p < 0.001).

used to amplify the coding region of sGFP using as template the
plasmid gGFP. Both PCR amplification products were digested
with BamHI (as recognition sequences were included in one
of the primers of each pair) and then ligated using T4 DNA
ligase. 100 pl of the ligation reaction were used as template
to amplify the cassette PFTF1::GFP. The primers used to this
end (B310User and GFPUserR) included the sequences needed
to ligate the PCR product to plasmid pRF-HU digested with
Pacl and Nt.BbvCl USER™ enzimes (Frandsen et al., 2008).
Both plasmids, pRE-HU-GFP and pRF-HU-PFTF1GFP, were
used to genetically transform F. oxysporum f.sp. phaseoli by
means of the A. tumefaciens-mediated transformation proce-
dure as previously described (Mullins et al., 2001; Ramos et al.,
2007).

Pathogenicity Tests

Inoculation of P. vulgaris L. cv Blanca Rifion with conidia from
the F. oxysporum strains tested was mainly carried out as pre-
viously described (Alves-Santos et al., 1999). After inoculation,
the plants were either transferred to pots and further incubated
in a greenhouse for regular pathogenicity tests, or to 50 ml
Falcon tubes filled with PGM (Plant Growth Medium) solution
and covered with foil. These hydroponic cultures were incu-
bated in an environment-controlled chamber at 25°C and relative
humidity of 60-80% with a 16 h photoperiod fluorescent light.
All the strains and transformants were simultaneously tested in
each inoculation experiment to reduce variability in the plant
response due to environmental conditions. Pathogenicity tests
were repeated three times and 12 replica plants were included per
treatment.

External symptoms of disease in plants grown in Falcon tubes
could not be correlated with those previously recorded using the
CIAT scale in plants grown in pots, as growth of the plants under
the hydroponic conditions used was slower. However, distinc-
tions could be made between plants inoculated with the HV or

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

April 2015 | Volume 6 | Article 234


http://www.frontiersin.org/Microbiology/
http://www.frontiersin.org/
http://www.frontiersin.org/Microbiology/archive

Niflo-Sanchez et al.

Colonization of common bean by Fusarium oxysporum

H21

H14

* %k

Cc7

C5

RS 3

RS 2

*

RS 1

%k k%

@ RHR2
B RHR1
B PACC
O EBR1
B FOW2
O FNR1
D SGE1
O SIX6
W SIX1
B FTF1
W FTF2

12 10 8 6 4 2 O 0o 2

FIGURE 7 | Quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-qPCR) analysis of time-course expression of eleven
fungal genes in P. vulgaris plants colonized by HV and WV strains of F.
oxysporum f. sp. phaseoli. The plant regions assayed and the time intervals
after inoculation are indicated in the center of the figure: root system at 1, 2,
and 3 dpi (RS1, RS2, ans RS3, respectively); root crown at 5 and 7 dpi (C5
and C7, respectively); and hypocotyl at 14 and 21 dpi (H14 and H21,
respectively). The bars on the left show the results obtained in common bean
plants colonized by the WV strain (FOP-SP4). The bars on the right show the
corresponding results for plants colonized by the HV strain (FOP-SP1). The
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expression ratios were normalized by using the fungal EF7a gene as an
endogenous control. An arbitrary value of 1.0 was denoted for the transcript
level of each gene in plants colonized by the WV strain at RS1, except for
the FTF1, SIX1, and SIX6 transcripts whose 1.0 values correspond to the
transcript level of each gene in plants colonized by the HV strain at RS1. The
results shown are the averages and their respective standard deviations
obtained in three independent biological experiments. The expression level
value differences between each pair of samples (the expression of the same
gene in plants colonized by the HV strain or the WV strain) were tested using
the t-test and indicated by (‘o < 0.05) and (**p < 0.001).
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FIGURE 8 | Quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction analysis of time-course expression of common bean genes
involved in the defense response in plants colonized by HV and WV
strains of F. oxysporum f. sp. phaseoli. The plant regions assayed and the
time intervals after inoculation are indicated in the X axis: root system at 1, 2,
and 3 dpi (RS1, RS2, and RS3, respectively); root crown at 5 and 7 dpi (C5
and C7, respectively); and hypocotyl at 14 and 21 dpi (H14 and H21,
respectively). The relative expression measurements in the Y axis are indicated
in a logarithmic scale. Dark bars for each color indicate expression of the
corresponding gene in plants colonized by the WV strain, and light bars
indicate expression of the corresponding gene in plants colonized by the HV
strain. The expression ratios were normalized by using the common bean
actin gene as endogenous control. The levels of expression for a pair of
measurements (dark and light bars) were tested using the t-test and
significative differences (p < 0.05) indicated by *.

the WV virulent strains, both in the number of chlorotic leaves
and the degree of necrosis in the vascular system. A new scale was
designed according to the degree of external (chlorotic leaves)
and internal (necrotic lesions) symptoms observed. 0: healthy
plant with no symptoms of chlorosis or necrosis; 1: plant with
no chlorotic leaves but light necrotic lesions; 2: plant with some
clorotic leaves and necrotic lesions in the crown region and the
xylem system; 3: plant with most of the leaves either chlorotic or
dead, extensive necrosis of the crown region and necrosis of the
vascular system; 4: dead plant.

Microscopic Examination by Means of

Confocal Laser Microscopy

The plants inoculated with FOP-SP1 or FOP-SP4 and the con-
trols treated with water were maintained in hydroponic cultures
and examined each day for a period of 21 days after infection.
For the examination of histological structure plant sections were
fixed and embedded in paraffin as described (Jiménez et al,
2007), and then stained with toluidine blue 0.1% in potassium
phosphate buffer 0.1 M pH 6.8. For CLSM analysis the plants
were taken from the Falcon tubes and the roots washed in ster-
ile distilled water. Plant sections or longitudinal samples 1 mm
in thickness were manually sliced with a razor blade from the
following tissues: root hairs, tap root zones (apex, intermedi-
ate, upper), crown and hypocotyl. Plant tissues were stained
with a drop of propidium iodide (SIGMA) at a concentration
of 10 mg/ml for 15 min and the excess propidium iodide was
removed by washing with sterile distilled water. Then, sam-
ples were placed on microscope slides, submerged in glycerol
50% (v/v) and gently squashed with a cover glass. Microscopic

FIGURE 9 | Dynamics of plant colonization by a FOP-SP1 transformant
expressing the GFP gene under the control of the FTF1 promoter
(PFTF1::GFP). The transgene expressed in the transformant PFTF1::GFP is
schematically depicted at the top of the figure. Arrows indicate mycelial growth
as visualized in cross sections (A,E) and longitudinal sections (B-D,F) of root
crown at 7 dpi (A) and hypocotyl at 10 dpi (B), 14 dpi (C,D) and 21 dpi (E,F).

analysis was performed using a laser scanning spectral con-
focal microscope (TCS2-SP2, Leica Microsystems, Germany).
Excitation was provided by an argon laser (488 nm). Fluorescence
of GFP was detected at 495-520 nm and plant tissue fluores-
cence (either propidium iodide stained and autofluorescence) at
595-680 nm.

The quantification of xylem vessel colonization was performed
with the help of Image]. Data were obtained from at least six
images per plant section showing growing hyphae of the HV
strain or the WV strain. Parenchyma and xylem vessels were
compared and GFP cell fluorescence was used to estimate the
ratio of fungal colonization of similar areas in both tissues.

Nucleic Acid Manipulations
Genomic DNA was extracted from F. oxysporum mycelium
according to the procedures previously described (Alves-Santos
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et al., 1999, 2002b; Ramos et al., 2007). RNA was extracted
from P. vulgaris plants at different times after inoculation with
F. oxysporum strains. Roots and hypocotyls were cut, immedi-
ately frozen at —80°C and ground in a mortar with pestle under
liquid nitrogen. Total RNA was extracted using TRIzol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s
instructions. RNA was treated with DNAase Turbo DNA-free
(Ambion Inc., Austin, TX, USA), tested for integrity by run-
ning samples in agarose gels and quantified using a Nanodrop
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
Southern blots were carried out as described previously (Ramos
et al.,, 2007). DNA probes were labeled with digoxigenin-dUTP
(Roche Diagnostics) by the PCR method using the Biotools
DNA polymerase (Biotools SA, Spain) and plasmid pFR-HU-GFP
DNA as template. Prehybridization, hybridization, washings, and
detection were performed using a chemiluminescent detection
procedure using CDP-Star (Roche Diagnostics) according to the
manufacturer’s recommendations.

Real-Time Quantitative Analysis of Gene
Expression

Samples of plants inoculated with F. oxysporum were collected
and frozen at —80°C. Total RNA was extracted as described
before. cDNA was synthesized from 1 g of total RNA in 20 pl
(total volume) reactions using the PrimeScript™ RT reagent kit
(Takara Biosystems), and oligo (dT) as a primer, according to the
manufacturer’s procedure.

The primer pairs used in RT-qPCR assays are shown in
Table 1. Primer pairs used to analyze the expression of F. oxys-
porum genes were designed according to alignments performed
using all the F. oxysporum genome sequences available at the
Broad Institute database. They were verified in PCR experiments
using genomic DNA from FOP-S1 and FOP-SP4 as template. All
of them were able to amplify DNA fragments of the expected size
in both strains, except the fragment corresponding to FTFI, as
this gene is specific of HV strains. The amplicons were sequenced
to verify their identities. Primer pairs used to analyze the expres-
sion of plant genes were designed on the basis of the Glycine max
sequences. The amplicons obtained using common bean DNA
as template were sequenced to confirm that they were homo-
logues of the G. max genes. Before using a pair of primers in
an expression analysis, its PCR amplification efficiency was cal-
culated using six serial dilutions of cDNA as template. All the
primer pairs tested showed efliciencies greater than 97%. qPCR
was carried out in 10 pl reaction mixtures containing 1X KAPA
SYBR Green qPCR Master Mix (Kapa Biosystems), 500 nM for-
ward and reverse primers and 1 pl of the reverse transcription
reaction. Amplifications were performed in a StepOnePlus™
Real-Time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) using the thermal profile recommended by the manu-
facturer (40 cycles of 95°C for 3 s and 60°C for 30 s). The
presence of only one specific peak was checked in the melting
curve (dissociation curve), which was run at 0.5°C increments
every 5 s within a range of 55-95°C. The qPCR product size
was checked by electrophoresis in 2.5% (w/v) agarose gels that
were stained with ethidium bromide and visualized under UV
light.

Two or three sets of samples from different infection assays
were used (biological replicates). Two independent cDNA prepa-
rations per biological replicate were obtained, and three replicas
of each cDNA were analyzed. The endogenous reference genes
used were the F. oxysporum EFla encoding a translation elon-
gation factor and the common bean actin gene. The expression
of both genes was found to remain constant under all the con-
ditions used in the present study (data not shown). Relative
expression levels were calculated using the comparative cycle
threshold (Ct) method (Bustin, 2000; Pfaffl et al., 2002), using
the formula RQ (relative quantity of transcript) = 27 AACt,
where ACt = Ctgpecific gene ~ Clreference gene Of any given sam-
ple, and AACt = ACt (as previously calculated) - ACt of 1 dpi
FOP-SP4 inoculated samples, when specific fungal genes where
analyzed, or ACt of mock inoculated plants, when plant genes
were analyzed. All Ct calculations, integration of the amplifica-
tion efficiency data and statistical analyses were performed using
StepOne™ Software V2.2.2.

Fungal Biomass Quantification

The relative fungal DNA amount was quantified by means of
gPCR. Six infected plants were randomly selected and collected
for each condition assayed, and DNA obtained as previously
described. For the detection and quantification of fungal DNA
primers that generate fragments of the EF1o and FTF2 (Fusarium
Transcription Factor 2) genes were used (Table 1). Both genes
are found as single-copy sequences in the genome of F. oxyspo-
rum. A fragment of the actin gene from common bean, generated
by using primers Actin-F and Actin-R (Table 1), was used as
an endogenous gene to normalize differences in DNA template
amounts. The qPCR reaction components and cycling conditions
were as above described, except that 1 ng of DNA was used as
template.

Fungal biomass in inoculated samples was estimated as the rel-
ative quantity of FOP-SP1 or FOP-SP4 DNA normalized to an
endogenous control of P. vulgaris DNA. Standard curves for F.
oxysporum and P. vulgaris were constructed based on the rela-
tionship of Ct values and known host and pathogen DNA concen-
trations. Genomic DNA isolated from fungal mycelia grown in
culture and samples of roots, root crowns, and hypocotyls of non-
inoculated plants were used to create the standard curves. Each
sample was evaluated in triplicate and the assay was repeated two
times for each of the three biological replicates. The analyses were
performed using StepOne™ Software V2.2.2.

Results

Cytological Characterization of Colonization

by Weakly Virulent and Highly Virulent

Strains of F. oxysporum f. sp. phaseoli

Green fluorescent protein transformants of F. oxysporum f. sp.
Pphaseoli were generated by transformation of strains FOP-SP1
and FOP-SP4 with plasmid pRE-HU-GFP. Both strains are wild
types isolated in El Barco de Avila (Spain) that share IGS-A hap-
lotype, mating type (MAT1-2) and race (6). However, FOP-SP1 is
a HV strain that belongs to VCG 167, while FOP-SP4 belongs to
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VCG 166 and behaves as WV when inoculated on common bean
plants (Alves-Santos et al., 1999, 2002a). Several GFP express-
ing transformants were obtained for each strain and examined
for mycelial growth, both in solid and liquid culture, sporula-
tion and virulence. No significant differences could be observed
in the rates of growth in PDA medium and rates of sporulation in
PDB medium between the GFP transformants and their respec-
tive wild type strains. Infection assays were also performed to
compare GFP expressing strains with the wild type strains by
inoculation of cultivar Blanca Rifién, but no significant differ-
ences (P > 0.9 according to “Student’s” ¢-test) could be observed
when the mean disease symptoms or the disease progression rate
(Garcia-Sanchez et al., 2010) were assessed (data not shown).

To compare the patterns of common bean colonization by
WYV and HV strains three different regions of inoculated com-
mon bean plants were chosen for confocal microscopy based
on the different architecture of their vascular system: the tap
root, the root crown and the hypocotyl (Figure 1). The initial
stages of root colonization were similar in plants inoculated with
WV (FOP-SP4) and HV (FOP-SP1) strains. Following root dip
inoculation, a dense web of hyphae grew over the surface of
the taproot and the lateral roots (Figures 2G-L). Both strains
showed a marked preference for the colonization of interstitial
regions, especially the junctions of lateral roots with the tap root
(Figures 2A-F) which appear to serve as preferred penetration
areas. Specialized penetration structures could not be observed
for any of the strains.

At 7 days post inoculation (dpi) the taproots were almost
completely colonized by both strains. However, a clear dis-
tinction in the main distribution of the mycelium could be
observed. The WV strain showed extensive intercellular growth
in the root cortex, mainly along the longitudinal axis of the
root (Figure 3B), although some hyphae could also be seen
inside the xylem vessels of the central root cylinder. In contrast,
the hyphae of the HV strain quickly reached the central root
xylem where they spread along the xylem vessels (Figure 3A).
Comparison of cross sections of the taproot clearly demonstrates
how the WV strain behaves mainly as a root cortex colonizer
(Figures 3E,F) while the HV strains behaves as a fast vascular
colonizer (Figures 3C,D).

Fungal mycelia could also be seen in the root crown at 7 dpi.
Two differences could be observed between the two strains. First,
root crowns of plants inoculated with the HV strain had more
green fluorescent hyphae than those inoculated with the WV
strain (Figures 4A,B respectively). Second, the asymmetrical dis-
tribution of hyphae in xylem vessels and the intercellular spaces
of cortex, observed in the taproot, was maintained. The coloniza-
tion of the vascular system by the HV strain was preferentially
observed in adjacent vessels, indicating that hyphae can pen-
etrate the vessels (Figures 4C,E). Mycelium of the WV strain
was mostly detected around the cells of the cortex, although
some hyphae could also be seen growing inside the xylem
vessels (Figures 4D,F). Plants inoculated with the HV strain
were rated 1 and those inoculated with the WV strain were
rated 0.

Early observations of plant hypocotyls (10 dpi) showed hyphae
of the HV strain colonizing the inside of the xylem vessels

(Figure 5A) while the hyphae of the WV strain were prefer-
entially seen along the walls of parenchymal cells in longitu-
dinal sections (Figure 5B). Inoculated plants were rated 2 and
1, respectively. This observation and the difference in the rat-
ings were confirmed in cross sections at 14 dpi (Figures 5C,E)
when disease rates reached 3 for plants inoculated with the HV
strain and 2 for plants inoculated with the WV strain. Although
xylem vessels containing growing hyphae were observed for both
strains (Figures 5D,F), the incidence (proportion of colonized
vessels) was dramatically different, reaching 81.06% (+£8.88) for
the HV strain and 11.39% (47.03) for the WV strain. Cross sec-
tions of plants 21 dpi showed massive amounts of hyphae of the
HV strain growing almost exclusively inside the xylem vessels
(Figures 5G,H), while most of the hyphae of the WV strain were
around the parenchymal cells (Figures 5L,J). At this time, plants
inoculated with the HV strain were almost dead and showed
complete necrosis of the crown region and extensive necrosis of
the xylem system of the hypocotyl (disease rate 4). Plants inocu-
lated with the WV strain had some chlorosis, necrotic crown and
some symptoms of necrosis in the xylem system of the hypocotyl
(disease rate 3).

Quantification of Fungal Growth

In order to determine whether the patterns of colonization
showed by both strains were correlated to differences in fungal
biomass, the growth of both strains of the pathogen inside the
plant was evaluated by means of a qPCR assay. F. oxysporum
DNA relative to that of common bean was measured by assaying
the F. oxysporum EFIo and FTF2 genes of FOP-SP1 and FOP-SP4
strains, and the P. vulgaris actin gene.

The accumulation of fungal biomass in the root system was
similar in plants inoculated either with the HV strain or the WV
strain, and reached a maximum at 3 dpi (Figure 6). In contrast,
The accumulation of mycelium both in the root crown region
and the hypocotyl was higher in plants inoculated with the HV
strain than in plants inoculated with the WV strain: 16 times
more in root crown at 7 dpi and more than five times in hypocotyl
at 21 dpi (Figure 6).

Taking together the confocal microscopy observations and the
qPCR fungal biomass quantification results, two main differences
emerge in the colonization pattern of HV and WV strains. First,
the HV strain is a specialized vascular colonizer, while the WV
strain, although also able to colonize the vascular system, is bet-
ter at colonizing cortex and parenchyma. Second, the HV strain
accumulates a significantly higher amount of mycelium in plant
aerial regions than the WV strain.

Expression Analysis of Selected Fungal

Virulence Genes

In order to understand the genetic basis of the differential colo-
nization patterns displayed by HV and WV strains, we analyzed
the in planta changes of expression of a selected group of genes
already shown to be involved in virulence or suspected to be
virulence factors (Table 2). RNA samples were purified from
root (1, 2 and 3 dpi), crown (5 and 7 dpi) and hypocotyl (14
and 21 dpi) and used in RT-qPCR experiments to measure the
expression of each gene analyzed (Figure 7). The most relevant
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changes of gene expression in root samples were the upregulation
of RHRI and EBRI in both strains and the specific upregula-
tion of SGEI (fivefold increase) and FTF2 (threefold increase)
in the WV strain. A drastic change in gene expression pattern
related to the virulence of each strain was observed in crown
at 5 dpi. With the exception of SGEI and RHR2 all the genes
analyzed showed upregulation (twofold or more) during the
infection with the HV strain, reaching highest levels for FTFI,
SIXI, and RHRI (more than fivefold increase). Two days later
(7 dpi) the same plant region showed significant upregulation
of FNRI, PacC, FTF2 and RHRI in the WV strain. Relatively
high expression patterns (threefold or more) in hypocotyl col-
onized by the WV strain remained for RHRI (14 and 21 dpi),
PacC and FTF2 (21 dpi), and in the case of hypocotyl colonized
by the HV strain, for PacC (21 dpi), FTF2 (14 and 21 dpi) and
most significantly for FTFI (14 dpi) and SIX1 and RHRI (14 and
21 dpi).

Significant differences in the gene expression patterns between
both strains were observed for FTFI, SIX1 and SIX6. The differ-
ence is obvious for FTFI, as it is specific to the HV strains, but
both SIXI and SIX6 are present in the genome of the WV strain
although no expression could be detected at any stage of the infec-
tion process. Also, it is worth to note the upregulation of SGEI in
root tissues colonized by the WV strain at 2 dpi, and the upregu-
lation of RHRI in root crown and hypocotyl colonized by the HV
strain at 5 and 21 dpi, respectively.

Expression Analysis of Selected Plant

Defense Genes

We investigated the response of the pathogenesis related gene
PRI and two ET responsive factors (ERFI and ERF2) in the
plant tissues colonized either by the WV strain or the HV strain
(Figure 8). Expression of PR5 could not be detected in a con-
sistent way and was discarded for further analysis. PRI showed
an early downregulation in plant roots infected either by the
WYV strain or the HV strain, but 1 day later its expression was
50 times higher in roots infected by the WV strain than in
roots infected by the HV strain. This difference was progres-
sively attenuated and disappeared in infected root crown at 5 dpi.
The expression of the ERFI gene was similar in plants infected
either by the WV strain or the HV strain. Contrary to the PRI
expression pattern, the induction of the ERFI gene reached a
maximum in roots at 1 dpi and then slowly decreased. ERF2 was
also induced at early stages of infection but it was significantly
overexpressed in roots infected by the HV strain. Therefore,
two main findings must be highlighted. First, SAR response is
repressed at the beginning of the infection while the ET-mediated
response is activated in plants inoculated either with the HV or
WYV strains. Second, SAR response is delayed in plants infected
by the HV strain with respect to those inoculated with the
WYV strain, while the ET responsive factor ERF2 is significantly
induced.

FTF1 Expression in PTFT1::GFP

Transformants

The expression profile of the gene encoding the virulence factor
FTF1 above described is in contrast with former reports which

showed maximum expression in plant stem 24 h post inocu-
lation (Ramos et al., 2007). In order to confirm our present
observations, we obtained transformants of strain FOP-SP1 with
a construct that included the GFP gene under the control of
the FTFI promoter. The first observations of GFP-expressing
mycelium in colonized plant tissues corresponded to the crown
region at 7 dpi (Figure 9A) in accordance with a 10-fold over-
expression of the gene. From this time GFP fluorescence was
clearly visible inside the xylem vessels of hypocotyls at 10 dpi
(Figure 9B) and 14 dpi (Figures 9C,D). Most of the xylem ves-
sels in hypocotyls at 21 dpi were occluded by fungal mycelium
(Figures 9E,F).

The expression pattern of FTFI in the confocal microscopy
analysis matches the expression profile obtained in the RT-qPCR
experiments, and confirms that upregulation of FTFI takes place
in crown and hypocotyl from 7 dpi, under the present experimen-
tal conditions.

Discussion

The vast majority of microscopy analysis of plant colonization
by F. oxysporum have been related to the details of particular
interactions (Bishop and Cooper, 1983; Czymmek et al., 2007;
Nahalkova et al., 2008; Li et al., 2011), or the differences in the
colonization of susceptible and resistant cultivars (Bishop and
Cooper, 1983; Zvirin et al., 2010; Jiménez-Fernadndez et al., 2013;
Lii et al., 2013). Almost no attention has been paid to the study
of differences in plant colonization based on the virulence of
the infecting strains. Most likely this is because of the scarce
availability of strains able to infect the same host while display-
ing a range of virulence, which to our knowledge has only been
shown in F. oxysporum f. sp. phaseoli (Alves-Santos et al., 2002a)
and F. oxysporum f. sp. dianthi (Gémez-Lama Cabanas et al.,
2012).

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli strains may be classified
as weakly and highly virulent against P. vulgaris (Alves-Santos
et al., 2002a) or as weakly, highly and supervirulent against P.
coccineus (de Vega-Bartol et al., 2011). In a former report (Garcia-
Sanchez et al., 2010) we described two main differences in the
plant colonization pattern of a HV strain (FOP-SP2) and a WV
strain (FOP-SP8), the latter being slower in the rate of xylem
colonization and with a reduced capability to colonize xylem
vessels. With the aim to gain deeper insight into host coloniza-
tion features, we have analyzed two more strains (FOP-SP1 and
FOP-SP4) and used a hydroponics system which allows for eas-
ier access to plant roots for sectioning and confocal microscopy
visualization.

Penetration of host roots by F. oxysporum is assumed to occur
by direct penetration or through wounds (Nelson, 1981). In the
absence of wounds, most reports show that the preferred zone of
ingress is the root apex (Sarrocco et al., 2007; Jiménez-Fernandez
et al., 2013) or roothairs (Lagopodi et al., 2002). We did not
observe differences between the HV and the WV strains with
regards to the ingress area. Both strains showed a preference for
the junctions of the lateral roots with the taproot, where most
likely they can take advantage of discontinuities in the plant
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epidermis. The main difference observed at this stage between
the HV and WYV strains was the ability of the HV strain to
reach the root vascular cylinder and quickly progress toward
the root crown. The specialized dissemination of the HV strain
inside the root is not related to a better growth rate as the total
amount of fungal biomass in the root is very similar for both
strains. The only differential expression detected in fungal genes
corresponds to SGEI at 2 dpi and RHRI at 3 dpi, both upregu-
lated in the WV strain. The genes which expression is exclusive
to the HV strain (FTFI, SIXI and SIX6) do not show signifi-
cant upregulation in root, indicating that their induction is not
required for penetration nor for the colonization of this part of
the plant. The absence of significant expression of FTFI in roots
is in agreement with previous reports (Ramos et al., 2007). In
contrast with these results, some differences related to virulence
are found in the expression of plant defense genes. PRI is sig-
nificantly downregulated during the first 24 h of infection by
the HV strain, while the opposite occurs to the common bean
homologue of ERF2, one of the genes involved in the ET/JA
defense response (Fujimoto et al., 2000). Ethylene and JA biosyn-
theses are activated by a variety of forms of stress, including the
biotic stress induced by pathogens, and both pathways converge
in the transcriptional activation of ERFI (Lorenzo et al., 2002)
what makes it a good marker to detect the activation of both
phytohormones. The homologue of ERFI in common bean is
overexpressed in plants infected either with the WV strain or
the HV strain at 1 dpi. It is worth to note that this induction
of ERFI is accompanied by the already mentioned downregu-
lation of PRI, which occurs not only in plants infected by the
HV strain, but also when they are infected by the WV strain,
although to a lesser extent. Diverse analysis have revealed that
SA, ET and JA pathways influence the outcome of the disease
produced by F. oxysporum in Arabidopsis (reviewed in Berrocal-
Lobo and Molina, 2008). Our results indicate that higher PRI
gene and lower ERF genes expression during the first 2 days
of root infection correlate with a higher rate of parenchyma
colonization and a lower rate of vascular cylinder colonization
(infection with the WV strain), and vice versa (infection with the
HYV strain).

Vascular pathogens are characterized by their ability to colo-
nize the vascular system of the host. The collapse of the xylem
vessels, caused by the accumulation of fungal mycelium and host
defensive molecules, produces a drastic reduction in the trans-
port of water to the aerial parts of the plant and finally its death.
The architecture of the stem vascular system develops in the
crown area where the primordial ring of xylem vessels is formed.
We observed in this area the most drastic differences, either in
the amount of fungal biomass and its distribution, between the
strains analyzed. Expression of several genes in both strains at this
time point seems to be important to sustain crown colonization,
namely FTF2, FNRI, EBRI, PacC and RHRI. The upregulation of
FTF2 actually begins in the root, in the case of the WV strain, and
it is surprising as former analyses carried out by our group sug-
gested this gene was not involved in host infection (unpublished
results). FTF2 and EBRI are members of different gene family
expansions characteristic of F. oxysporum. Both genes appear as
single copies in the genomes of several Fusarium spp., but the

paralogues EBR2, EBR3, EBR4 and the copies of FTFI are present
only in F. oxysporum (de Vega-Bartol, unpublished; Jonkers et al.,
2013). However, the relative importance of the paralogues and the
single copy genes are different. EBRI is the most abundant tran-
script of the EBR family during host infection and its deletion
results in a reduction of virulence, while the rest of the paralogues
do not seem to have a role in host colonization (Jonkers et al.,
2013). In the case of FTF2, the most abundant transcripts of the
family during common bean infection are produced by the copies
of FTFI and, although we have not yet analyzed a mutant deleted
in FTF2, FTFI is exclusive to the HV strains of F. oxysporum f. sp.
phaseoli.

The upregulation of FNRI and RHRI seems to be related to
the adaptation of fungal nutrition to a new compromising envi-
ronment. FNRI has been described to mediate the adaptation to
nitrogen-poor conditions in planta (Divon et al., 2006), such as
those potentially found inside the xylem vessels. The A. nidulans
rhaR gene encodes a transcription factor that positively regu-
lates the expression of both the enzymes that liberate L-rhamnose
from complex plant substrates (alpha-L-rhamnosidases) as well
as those involved in the assimilation of this sugar, and hence
confers A. nidulans the ability to adapt its metabolism to the
availability of L-rhamnose (Tamayo-Ramos et al., 2012; Pardo
and Orejas, 2014). Interestingly, RNA-seq data obtained from
the Aspergillus Genome database (AspGD) suggest that rhaR
could be preferentially expressed under nitrogen limiting con-
ditions. Therefore, it is conceivable that once the mycelium of
F. oxysporum grows inside the vascular system, where the pre-
ferred sugars are absent, it must obtain other carbon sources
from the cell wall components of the lignified xylem vessels.
There is a paralogue of RHRI in F. oxysporum, named RHR2,
which does not show significant changes in expression during
the colonization process, neither in the WV strain nor the HV
strain.

PacC mediates regulation of gene expression by ambient pH
in fungi (Pefalva et al., 2008). It has been shown in F. oxyspo-
rum f. sp. lycopersici that PacC transcript levels rise when the
fungus is grown in alkaline conditions (Caracuel et al., 2003).
Here we show that PacC transcript levels increase at 7 dpi,
in coincidence with the beginning of the colonization of the
hypocotyl xylem vessels. This suggests that ambient pH inside the
vessels is alkaline and that genes expressed under alkaline con-
ditions are required for their colonization by either HV or WV
strains.

The highest levels of gene expression were detected in the
hypocotyl at 14 dpi and correspond to FTFI, which is unique
to the HV strains, and the effector encoding genes SIXI and
SIX6. At that time, observations of plants infected with the
HV strain show that growth is restricted to the xylem ves-
sels, thus indicating that FTFI, SIXI and SIX6 are expressed
during colonization of the vascular system. SIX1 and SIX6
are recognized as genuine effectors, as they contribute to
the general virulence of F. oxysporum f. sp. lycopersici (Rep
et al., 2004; Gawehns et al., 2014). Homologues of these genes
have been found in other formae speciales like F. oxyspo-
rum f. sp. cubense (Nino-Sanchez, unpublished) and F. oxys-
porum f. sp. phaseoli (this work), although only the copies

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

April 2015 | Volume 6 | Article 234


http://www.frontiersin.org/Microbiology/
http://www.frontiersin.org/
http://www.frontiersin.org/Microbiology/archive

Niflo-Sanchez et al.

Colonization of common bean by Fusarium oxysporum

present in the HV strain are expressed during infection. It can-
not be ruled out that the SIXI and SIX6 alleles in the genome of
the WV strain are not functional. Alternatively, the expression of
SIXI and SIX6 might need a transcription activator not present
in the WYV strain, such as FTFI. The expression of FTFI, SIX1
and SIX6, was detected at low levels in root 1 dpi, in accordance
with the former results obtained for SIXI during tomato infection
(van der Does et al., 2008). Upregulation of the three genes begins
in the root crown 5 dpi, matching the accumulation of mycelium
in this area and the beginning of massive colonization of xylem
vessels.

The classical view of plant colonization by fungal vascular
wilt pathogens assumes that, after penetration, the fungi colo-
nize the cortical cells and then hyphae migrate intercellularly
toward the vascular parenchyma cells and invade xylem vessels.
Once the xylem is reached, the mycelium is mostly confined
inside the vessels, until the necrosis of host tissues allows for
general colonization (Yadeta and Thomma, 2013). In this work
we have shown that a high level of virulence correlates with a
high ability to quickly infect and colonize the plant vascular sys-
tem, with almost no colonization of the root cortex, and that WV
strains are efficient colonizers of host tissues before they become
necrotized. Also, our data suggest a correlation between virulence
and the expression of some components exclusive of the genome
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1. Objetivos de la investigacion

En trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigacién se ha
comprobado que estirpes de la raza 6 de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
manifiestan diferencias en la rapidez y gravedad de los sintomas en la colonizacién de
la judia comun Phaseolus vulgaris (Alves-Santos et al., 2002a). Por tanto, atendiendo a
su virulencia, estas estirpes se han clasificado en tres grupos: poco virulentas, muy
virulentas y super virulentas (de Vega-Bartol et al., 2011).

Los objetivos de este trabajo son, por una parte, conocer las diferencias
existentes en la dinamica de colonizacién entre estirpes poco virulentas y muy
virulentas de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli; y por otra, conocer el patrén
transcriptomico diferencial implicado en la virulencia entre ambos grupos, asi como

conocer las vias de respuesta defensiva inducidas por F. oxysporum en P. vulgaris.

2.Metodologia

Para poder llevar a cabo los objetivos de este estudio se recurrié a los
siguientes métodos:

e Microscopia laser confocal. Utilizada para visualizar y cuantificar
mediante analisis de imagenes la dinamica de colonizacién de las diferentes estirpes
de F. oxysporum f. sp. phaseoli marcadas con la proteina fluorescente GFP. Este
método también se utilizé para conocer el patron de expresién de FTF1 al marcar la
estirpe muy virulenta FOP-SP1 con GFP inducible por el promotor de FTF1.

e PCR a tiempo real. Utilizada para conocer el patrén de expresion de
genes implicados en la virulencia durante la colonizacién de P. vulgaris, asi como el de
genes marcadores de distintas vias de defensa en la planta. Ademas, fue un método
complementario en el estudio de la dinamica de colonizacién, al poder conocer de

manera cuantitativa y puntual la biomasa de F. oxysporum alojada en la planta.
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3.Resultados
Analisis microscoépico de colonizacidn

El analisis microscopico de la superficie del sistema radicular no mostré
diferencias durante los primeros estadios en la colonizacién de las raices por las
estirpes poco y muy virulenta. Tampoco fueron observadas estructuras de penetracién
en ninguna de las dos estirpes, pero si se encontraron grandes acimulos de micelio en
la superficie de las raices laterales desde el segundo dia después de la inoculacién.
Estos acumulos estaban presentes preferentemente en las regiones intersticiales, en
especial en las uniones de las raices laterales con la raiz principal; lo que indica que las
hifas entran directamente entre las células epiteliales, ya sea mediante herida o
mediante zonas de discontinuidad epitelial, como ocurre en el caso mencionado.

Tras una semana de infeccion, la raiz principal se mostraba completamente
colonizada por ambas estirpes, aunque con una clara diferencia en cuanto a la
distribucién de micelio. La estirpe poco virulenta SPAGFP mostré un crecimiento en
buena parte restringido, pero no limitado, al parénquima cortical, con gran
crecimiento intercelular a lo largo de toda la longitud de la raiz. Este hecho contrasta
con la colonizacién observada en el caso de la estirpe muy virulenta SP1GFP. Las hifas
de esta estirpe superan la endodermis, alcanzando rdpidamente el cilindro central de
la raiz, donde se propagan por los vasos del xilema, llegando a zonas superiores de la
planta.

La rapidez en la colonizacién de las zonas aéreas de la planta se corrobora
mediante la visualizacion de acumulacién de micelio a la semana de la inoculacién en
el cuello de raiz por la estirpe muy virulenta, mientras que este hecho no se observa en
la estirpe poco virulenta. Este dato visual coincide con la medida de la biomasa de F.
oxysporum in planta, que sefiala una diferencia notable entre las dos estirpes en la
zona aérea de la planta. En estos estadios la estirpe muy virulenta FOP-SP1 acumula
mas micelio que la poco virulenta FOP-SP4, llegando a ser de 16 veces mas en el cuello
de raiz tras la primera semana de infeccién.

La comparacion en las secciones transversales de ambos procesos de infeccion

demuestra cémo SP4GFP es un gran colonizador del parénquima cortical, mientras que
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SP1GFP se muestra como un efectivo y aligero colonizador de los haces vasculares.
Esta disposiciéon es similar a la observada en el cuello de raiz e hipocotilo, hecho
verificado cuantitativamente mediante el andlisis de imagenes de secciones
transversales, que mostraron que el 81,06% del micelio de la estirpe muy virulenta se
encuentra en los haces vasculares, mientras que la proporcién en la estirpe poco

virulenta fue del 11,39%.

Analisis de expresion de genes relacionados con virulencia en F.

oxysporum f. sp. phaseoli

Los patrones de expresion de una bateria de genes descritos previamente como
implicados en la virulencia en F. oxysporum (Michielse y Rep, 2009) fueron analizados
durante el proceso de infeccidn de P. vulgaris por ambas estirpes.

Las diferencias mads claras en los patrones de expresion entre la estirpe muy
virulenta FOP-SP1 y la poco virulenta FOP-SP4 fueron los relativas a los genes FTF1,
SIX1y SIX6. FTF1 es un gen presente exclusivamente en las estirpes muy virulentas y
super virulentas de F. oxysporum (de Vega-Bartol et al., 2011), por lo que dicha
diferencia en su perfil transcriptémico resulta obvia. FTF1 comparte con los genes
codificadores de los efectores SIX1 y SIX6 un patrén de expresidn semejante. La
expresion de estos genes comienza en el cuello de raiz tras 5-7 dias de la inoculacién, y
muestran un pico de expresidn en el hipocotilo tras 14 dias. Al igual que en el caso de
FTF1, no se encontrd expresion de los genes SIX1 y SIX6 en la estirpe poco virulenta.

Es preciso destacar que los genes SGE1, regulador de genes efectores, y RHR1,
regulador de la expresiéon de ramnosidasas, mostraron una induccion notable durante
el proceso de infeccion en ambas estirpes.

Asimismo, la expresion del gen FTF1 durante el proceso de infeccidn fue
analizada mediante microscopia laser confocal. Para ello se analizaron transformantes
marcados con el gen de la proteina fluorescente GFP bajo el control del promotor de
FTF1 correspondiente a la copia homdloga de FOXG_14257 en la estirpe FOP-SP1.

Los analisis microscopicos mostraron que el micelio alojado en los haces

xilematicos de la planta expresaban el gen GFP desde el séptimo dia tras la
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inoculacion. Esto demuestra la funcionalidad de la copia homologa de FOXG_14257 en
F. oxysporum f. sp. phaseoli, cuyo patrén de expresion inferido por la expresién del gen
GFP coincide con los datos de expresiéon obtenidos mediante PCR cuantitativa,
confirmando que la induccidén de FTF1 ocurre desde el séptimo dia después de la

inoculacidn en los haces xilematicos del cuello de raiz e hipocotilo.

Anadlisis de expresion de genes relacionados con la defensa de

la planta

Se analizé la expresion de genes marcadores de la via de seializacién
dependiente del acido salicilico (PRI y PR5) y genes marcadores de la via de
sefializacion dependiente de etileno y acido jasmonico (ERF1 y ERF2) durante el
proceso de infeccién por las estirpes poco virulenta y muy virulenta.

La expresion de PR5 no fue detectada en ninguna de los casos, pero si se
obtuvo el patrén de expresion de PRI que indicé que la Resistencia Sistémica
Adquirida (SAR), dependiente de acido salicilico, se activa en P. vulgaris en respuesta a
la interaccidn con F. oxysporum y, de forma mds temprana y aguda, en la infeccién por
la estirpe poco virulenta.

Los analisis mediante PCR a tiempo real también mostraron la activacion de la
via de seializacién dependiente de etileno y jasmonato, responsable de la activacion
de respuesta a patdgenos. La induccién de estos genes, a diferencia de los genes PR, se
observd Unicamente en los primeros estadios de la infeccion, siendo mayor en la

infeccion por la estirpe muy virulenta.
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5. Conclusiones finales

1. Existen diferencias notables entre las estirpes poco virulentas y muy
virulentas de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli en la colonizacién del hospedador
Phaseolus vulgaris L. La estirpe muy virulenta FOP-SP1 avanza hacia el cilindro vascular
de la raiz principal mas rdpido que la estirpe poco virulenta FOP-SP4, lo que permite
una diseminacidon mas rapida por el sistema vascular de la planta infectada. Ademas,
FOP-SP1 crece de manera masiva dentro de los haces xilematicos, mientras que FOP-
SP4 tiene un crecimiento en los mismos proporcionalmente menor al mostrado en el

tejido parenquimatico.

2. Las diferencias en la colonizacién se corresponden con un patrén de

expresion especifico de algunos de los factores de virulencia de hongos exclusivos de la

estirpe muy virulenta FOP-SP1, como FTF1, SIX1y SIX6.

3. La respuesta de defensa de P. vulgaris depende del grado de virulencia de la
estirpe de F. oxysporum f. sp. phaseoli con que es infectada. La respuesta sistémica
adquirida (SAR) mediada por acido salicilico es mds temprana e intensa en la respuesta
a la estirpe poco virulenta FOP-SP4 que hacia la estirpe muy virulenta FOP-SP1. En
ambas interacciones la respuesta mediada por etileno y jasmonato es activada al

comienzo de la infeccion.
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SUMMARY

The FTF (Fusarium transcription factor) gene family comprises a
single copy gene, FTF2, which is present in all the filamentous
ascomycetes analysed, and several copies of a close relative,
FTF1, which is exclusive to Fusarium oxysporum. An RNA-
mediated gene silencing system was developed to target mRNA
produced by all the FTF genes, and tested in two formae spe-
ciales: F. oxysporum f. sp. phaseoli (whose host is common
bean) and F. oxysporum {. sp. lycopersici (whose host is tomato).
Quantification of the mRNA levels showed knockdown of FTF!
and FTF2 in randomly isolated transformants of both formae spe-
ciales. The attenuation of FTF expression resulted in a marked
reduction in virulence, a reduced expression of several SIX
(Secreted In Xylem) genes, the best studied family of effectors in
F. oxysporum, and lower levels of SGET (Six Gene Expression 1)
mRNA, the presumptive regulator of SIX expression. Moreover,
the knockdown mutants showed a pattern of colonization of the
host plant similar to that displayed by strains devoid of FTFT cop-
ies (weakly virulent strains). Gene knockout of FTF2 also resulted
in a reduction in virulence, but to a lesser extent. These results
demonstrate the role of FTF gene expansion, mostly the FTF1
paralogues, as a regulator of virulence in F. oxysporum and sug-
gest that the control of effector expression is the mechanism
involved.

Keywords: effector, FTF, Fusarium wilt, genomic expansion,
pathogenicity, transcription factor, virulence.

INTRODUCTION

Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. is an anamorphic species
complex (Fusarium oxysporum species complex, FOSC) ubiquitous
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in soils worldwide and able to grow as a saprophyte or by the col-
onization of plants. The pathogenic strains collectively may infect
more than 100 different hosts, many of them important crops
(Michielse and Rep, 2009), but the individual isolates are able to
infect only one or a few plant species, allowing for classification
into host-specific forms, known as formae speciales (Armstrong
and Armstrong, 1981). The comparison between the genomes of
the different F. oxysporum formae speciales sequenced to date
and those of the two other species of the Fusarium genus,
F. graminearum and F. verticillioides, has revealed a well-
conserved core genome in the three species and several lineage-
specific (LS) genomic regions in F. oxysporum (Ma et al.,, 2010). LS
regions are mostly organized into supernumerary chromosomes,
which contain genes that are not required for basic metabolic
processes and are absent in closely related species. The LS regions
of F. oxysporum £. sp. lycopersici include four entire chromosomes
(chromosomes 3, 6, 14 and 15), parts of chromosome 1 and 2,
and some small scaffolds. It has been shown that the transfer of
some LS chromosomes between strains of F. oxysporum may con-
vert a non-pathogenic strain into a pathogen, thus demonstrating
the importance of the LS part of the genome in pathogenicity.
These regions show a surprising enrichment of transposable ele-
ments and genes predicted to encode secreted proteins, some
specifically expressed during plant infection, such as the SIX
(Secreted In Xylem) genes (Houterman et al, 2008; Rep et al,
2004).

Among the gene families expanded in the LS genome of
F. oxysporum, it is worthwhile to highlight FTF1 (Fusarium tran-
scription factor 1). This gene putatively encodes a Zn(ll),Cysg tran-
scription factor and was first described in highly virulent (HV)
strains of F. oxysporum f. sp. phaseoli (Ramos et al., 2007) as part
of a SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) designed
for in planta detection (Alves-Santos et al, 2002b). mRNA tran-
scribed from the multiple copies of FTFI, or at least some of
them, is abundant in plants colonized by F. oxysporum, but barely
detectable in cultures of the fungus (Ramos et al, 2007). The
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expression level of the gene correlates with the number of copies
in strains of F. oxysporum f. sp. phaseoli and the degree of viru-
lence displayed by these strains when colonizing Phaseolus vulga-
ris L. and Phaseolus coccineus L. plants (Alves-Santos et al,
2002b; de Vega-Bartol et al, 2011). Eleven homologues of the
gene have been detected in the genome of the tomato pathogen
F. oxysporum f. sp. lycopersici strain 4287 (de Vega-Bartol et al,
2011). Three of these copies (FOXG_16414, FOXG_14257 and
FOXG_17458) are located in chromosome 14 close to mini-
clusters of SIX effector-encoding genes (Schmidt et al, 2013).
Recently, it has been shown that FTF7 is highly expressed in root
crown and hypocotyl of common bean plants inoculated with an
HV strain of F. oxysporum f. sp. phaseoli (Nino-Sanchez et al.,
2015). Furthermore, up-requlation of FTF1 correlates with the
highest level of expression of the effector-encoding genes SIX7
and SIX6, which takes place when fungal growth is restricted to
the vascular system (Nino-Sanchez et al, 2015). Another gene
expansion in F. oxysporum, EBR1 (Enhanced Branching 1), has
been shown to be involved in virulence, similar to its counterpart
in F. graminearum (Jonkers et al.,, 2013; Zhao et al., 2011). EBR1
is located in chromosome 7 of F. oxysporum f. sp. lycopersici, and
thus is part of the core genome, whereas the other EBR
paralogues are located in LS chromosomes. Mutants altered in
EBRT showed reduced growth when grown in culture and reduced
virulence against tomato plants (Jonkers et al., 2013).

In this work, we addressed the structure of the FTF gene family
of F. oxysporum, and focused on the functional role of the FTF1
paralogues by reducing their expression through gene silencing.

RESULTS

FTF2 is a single copy gene with similarity to FTF1

Early studies on FTF1 showed that HV (when inoculated in com-
mon bean plants) and supervirulent (SV, when inoculated in run-
ner bean plants) isolates of F. oxysporum f. sp. phaseoli
harboured four and five copies of this gene, respectively (Ramos
et al, 2007; de Vega-Bartol et al, 2011). However, a faint hybrid-
ization signal could also be detected in digested DNA of these
strains, non-pathogenic and weakly virulent (WV, when inoculated
in common bean plants) strains (Fig. 1), suggesting that all of
these strains harbour a second gene able to cross-hybridize with
FTF1. We identified two recombinant phages when a genomic
library from the WV strain FOP-SP4 was hybridized with a probe
containing part of the FTF7 promoter and the beginning of the
open reading frame (ORF). DNA from both phages was subcloned
into pBluescript KS+ and the FTF7 hybridizing region contained in
both was sequenced. The coding region of the gene detected in
the cloned DNA fragment comprises 3219 bp interrupted by a 49-
bp intron located in the same position as that of the intron found
in FTF1. The predicted polypeptide is 1072 amino acids in length
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Fig. 1 Southern hybridization of Hindlll-digested DNA from different strains
of Fusarium oxysporum. The membrane was hybridized with the probe M18B-
M19A which is a segment of the central coding region of the FTFT (Fusarium
transcription factor 1) gene. Size markers are indicated on the left. AB82 is a
non-pathogenic strain, FOP-SP13 is a supervirulent (SV) strain, FOP-SP1 is a
highly virulent (HV) strain and FOP-SP4 is a weakly virulent (WV) strain.

and contains the Zn(ll),Cysg binuclear cluster DNA-binding motif
and a ‘fungal-specific transcription factor domain’ or ‘medium
homology region’ (MHR) (Schjerling and Holmberg, 1996).

Hybridization of several probes derived from the FTF2 coding
region to digested genomic DNA from several F. oxysporum
strains (non-pathogenic, WV, HV and SV) showed a single hybrid-
izing fragment in non-pathogenic and WV strains, and several
fragments corresponding to the FTF2 gene and the known copies
of the FTFI gene in the HV and SV strains (data not shown).
Sequencing of the DNA insert cloned in one of the recombinant
phages revealed an ORF corresponding to a homologue of the
BimB gene of Aspergillus nidulans (May et al, 1992) 5 kb
upstream of FTF2. Hybridization of the above-described genomic
DNA with a probe derived from the F. oxysporum BimB homo-
logue revealed a single hybridizing fragment of the same size in
all the strains analysed (data not shown), indicating that FTF2is a
single copy gene with a genomic location different from that of
the FTF1 copies. Further confirmation of the single copy nature of
FTF2 was obtained when promoter and ORF fragments of FTF2
were PCR amplified from a set of HV, WV and non-pathogenic
strains. Sequencing of the amplicons revealed that the fragments
were 100% identical.

A Buast analysis of the 12 available sequenced genomes in
FOSC yielded a unique FTF2 homologue in all isolates (Table 1).
All the putative proteins identified as FTF2 transcription factors
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Table 1 FTF1 (Fusarium transcription factor 1) and FTF2 (Fusarium transcription factor 2) copies in Fusarium oxysporum formae speciales.

Stage:

The FTF genomic expansion of Fusarium oxysporum 3

Formae speciales FTF2 FTFla FTF1b FTFIc Truncated
Pisi FOVG_10613 FOVG_18329
Fo 47 FOZG_12687 FOZG_18011 (1007)
Fo human FOYG_11202
radlicis-lycopersici FOCG_10914 FOXG_17757 (446)
lycopersici r. 2 FOXG_09390 FOXG_14257 (1070)* FOXG_17123 (930)
Chr 9, Sc 11 Chr 14, Sc 22 Chr 6, Sc 22
FOXG_17458 (1079) FOXG_16414 (930)
Chr 14, Sc 51 Chr 14, Sc 36
FOXG_14422 (1072)* FOXG_14000 (930)"
Chr. 15, Sc 24 Chr 6, Sc 21
FOXG_15059 (1072)* FOXG_17084 (930)"
Chr 1, Sc 27 Chr 6, Sc 41
FOXG_12539 (930)t
Chr 3, Sc 18
FOXG_12589 (930)t
Chr 3, Sc 18
lycopersici r. 3 FOWG_05099 FOWG_17325 (1070) FOWG_17814 (930)
FOWG_18009 (1079) FOWG_17908 (930)
FOWG_17740 (930)
raphani FOQG_03479 FOQG_15325 (1071) FOQG_19052 (914)
cubense FOIG_05174 FOIG_16560 (1046) FOIG_16484 (971)
FOIG_16630 (969)
vasinfectum FOTG_03936 FOTG_16755 (1072) FOTG_17956 (969) FOTG_18226
FOTG_17879 (1072) FOTG_18225
FOTG_18080 (1098)
arabidopsis FOXB_12381 FOXB_19743
FOXB_12596
FOXB_18246
melonis FOMG_08221 FOMG_18985 (1075) FOMG_18692 (969) FOMG_18999 (930) FOMG_18691
FOMG_19647
conglutinans FOPG_02091 FOPG_19962
FOPG_18130
FOPG_19108
phaseo/l§ IN167165 phasl14257
phasl 17458
phasl 15059

* tldentical copies.

*These copies have an exclusive stretch of amino acids between positions 7 and 17.

SSequenced paralogues, one more FTF! paralogue has been detected by Southern hybridization; phasl followed by a locus number indicates the homologous

locus in the F. oxysporum f. sp. lycopersici genome.

showed similarities higher than 99.7% (in some cases they were
identical), indicating that FTF2 is a unique locus in FOSC.

FTF gene expansion

The use of an FTF2 sequence, or the previously described FTF7
sequence, in BLasT analysis of the available genomes of FOSC,
yields, in addition to the FTF2 locus, a number of copies that
show a variable degree of similarity and that we collectively
denominate as FTFI (Table 1). The number of FTFT copies or
paralogues found in each strain is variable, ranging from none in
the pisi, biocontrol, human, radicis-lycopersici, arabidopsis and
conglutinans isolates, to 10 in the lycopersici race 2 strain (4287).
However, the number found in strain 4287 should be approached

with caution, as loci FOXG_14422 and FOXG_15059, and loci
FOXG_14000, FOXG_17084, FOXG_12539 and FOXG_12589, are
identical duplicates. It is worthwhile to highlight that all the cop-
ies of FTF1 in F. oxysporum f. sp. lycopersici 4287 map to chromo-
somes 3, 6, 14 and 15 and scaffold 27 (chromosome 1), which are
LS regions in this strain (Ma et al., 2010), whereas FTF2 is located
in the core genome (chromosome 9). The analysis of homologies,
at both the nucleotide and amino acid levels, between FTF2 and
all the FTFT1 loci in the different formae speciales shows that FTF2
is more distinct to FTF1 than the FTF1 copies are among them
(Figs 2A,C, S1A, see Supporting Information).

The analysis of the proteins putatively encoded by the different
FTF1 loci shows a range of variation in length, in contrast with the
homogeneity of FTF2, which allows for the classification of three
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Stage:

FOXG_09390 (FTF2)
FOIG_16560 (A)
FOQG_15325 (A)
FOTG_16755 (A)
FOXG_14422 (A)
FOXG_15059 (A)
FOTG_18080 (A)
FOMG_18985 (A)
FOTG_17879 (A)
FOXG_14257 (A)
FOWG_17325 (A)
FOIG_16630 (B)
FOIG_16484 (B)

g I
FOQG_19052 (B)
65 FOMG_18692 (B)
FOTG_17956 (B)
FOMG_18999 (C)
—
—

FOXG_17458 (A)

FOWG_18009 (A)
FOWG_17814 (€)
FOXG_17123 (C)
FOXG_12589 (C)
FOXG_17084 (C)
FOXG_14000 (C)
FOWG_17908 (C)
FOXG_12539 (C)
FOWG_17740 (C)
FOXG_16414 (C)

PFOXG_09390 (PFTF2)
PFOQG_15325 SA]

PFOXG_14422

0.02 A

PFOTG_16755 (A
PFOMG_18985 |
PFOTG_17879 (A)
Pphasi17458 (A)

PFOXG_15059 {AJ
)

PFOIG_16484 (B)
PFOMBG_18999 (C)

A

0.04

PFOWG_17740 (C)
PFOXG_16414 (C)
| PFOWG_17814 (C)
1 PFOXG_17123 (C)
PFOWG_17908 (C)
PFOXG_12539 (C)
PFOXG_12589 (C)
PFOXG_14000 (C)
PFOXG_17084 (C)

i o B

B

FOXG_09390 (FTF2)
FOQG_15325 (A)
FOTG_16755 (A)
FOXG_14422 (A)
FOXG_15059 (A)
FOTG_18080 (A)

0.03

}H

FOIG_16560 (A)
FOMG_18985 (A)
FOTG_17879 (A)
FOXG_14257 (A)
FOWG_17325 (A)
FOIG_16630 (B)
FOIG_16484 (8)
FOQG_19052 (B)
FOMG_18692 (B)
FOTG_17956 (B)
FOMG_18999 (C)
FOWG_18009 (A)
FOXG_17458 (A)
FOXG_17084 (C)
FOXG_14000 (C)
FOXG_12589 (C)
FOWG_17908 (C)
FOXG_12539 (C)
FOWG_17814 (C)
FOXG_17123 (C)
FOWG_17740 (C)
FOXG_16414 (C)

C

Fig. 2 Similarity between the FTF2 (Fusarium transcription factor 2) and FTF1 (Fusarium transcription factor 1) paralogues, and the deduced proteins, found in the
Fusarium oxysporum genomes of the different formae speciales. (A) Dendrogram obtained using the alignment of the open reading frames (ORFs). (B) Dendrogram
obtained using the alignment of the promoter region (0.5 kb). (C) Dendrogram obtained using the alignment of the deduced proteins. FOXG loci correspond to the f.
p. lycopersicirace 2 isolate (4287), FOIG loci correspond to the f. sp. cubense isolate, FOQG loci correspond to the f. sp. raphaniisolate, FOTG loci correspond to the
f. sp. vasinfectum isolate, FOMG loci correspond to the f. sp. melonis isolate and FOWG loci correspond to the f. sp. lycopersici race 3 isolate (see Table 1 for a
description of the different loci). The scale indicates the length of branch that represents one substitution per site. Numbers on the branches are bootstrap support

values below 80.

basic types (Table 1). The FTF1a type is 1070-1079 amino acids in
length in most cases, similar to the FTF2 deduced protein, and can
be found in most formae speciales, including three of the phaseoli
paralogues. The FTF1b type is 969-971 amino acids in length and
shows a shorter carboxy-terminus than FTF1a. Paralogues encod-
ing FTF1b are found in the cubense, vasinfectum and melonis iso-
lates. Finally, the FTF1c type of putative protein is 930 amino
acids in length, with shorter amino- and carboxy-termini, and is
exclusive to f. sp. lycopersici.

Apart from these well-defined loci, several truncated copies of
FTF1 are found in most isolates (see Table 1). The alterations
shown by these copies range from small internal deletions or a
premature stop codon, as in the raphani and biocontrol isolates,
respectively, to large deletions in the amino- or carboxy-terminus,
or the central region of the proteins, which most probably pre-
clude a normal function for these putative proteins.

Former expression analysis has suggested that FTF2 and FTF1
respond to different regulatory signals in planta (Nino-Sanchez
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Fig. 3 Genetic similarity between the FTF2 (Fusarium transcription factor 2) homologues in different fungal species. The dendrogram was obtained using the open
reading frames (ORFs) of the unique FTF2 sequences found in the corresponding fungal genomes, except for the F. oxysporum f. sp. lycopersici and phaseoli ORFs,
where FOXG_09390 and GenBank JN167165 were used, respectively. The scale indicates the length of branch that represents one substitution per site. On the right,
the names of the species, family, order and class are shown. Numbers on the branches are bootstrap support values below 80.

et al, 2015). In addition, FTF2 shows a steady low level of tran-
script accumulation during growth in culture, with no significant
differences among strains based on virulence (Fig. S2, see Sup-
porting Information). To gain an insight into the regulation of
FTF1 and FTF2, we compared a 500-bp promoter stretch immedi-
ately upstream of the ATG codon (selected as the codon encoding
the methionine of the MSG amino acid sequence). The dendro-
gram in Fig. 2B shows two distinct groups. The promoters of cop-
ies FTF1a and FTF1b show a clustering pattern similar to that
obtained when comparing the ORFs (Fig. 2A). The promoters of
the FTF1c copies cannot be aligned with the promoters of FTFla
and FTF1b, except for FOMG_18999, and therefore they cluster in
a different group. It is worthwhile to note that the only FTF1 pro-
moter whose functionality has been demonstrated is Pphasl14257
in FOP-SP1 (Nino-Sanchez et al,, 2015), which is homologous to
the promoter found in the FOXG_14257 copy of strain 4287.

To verify whether the FTF gene family is present in other fungi,
BLAsT searches using the FTFT and FTF2 ORFs, or the deduced poly-
peptides, as query sequences, were performed against other fun-
gal genomes. A single copy gene homologous to FTF2 was found
in the genomes of all the filamentous ascomycetes of the subphyl-
lum Pezizomycotina (Euascomycota) tested, but absent in the
genomes of yeasts, basidiomycetes, zygomycetes and chytridiomy-
cetes (Fig. 3). This result indicates that FTF2 is a single copy gene
specific to filamentous fungi, whereas the FTF1 paralogues and
the genomic expansion are exclusive to FOSC.

Analysis of mutants of the FTF genes

The relationship between the number of copies of FTFT and viru-
lence has been well determined in F. oxysporum f. sp. phaseoli
(Alves-Santos et al, 2002a, b; de Vega-Bartol et al, 2011) and
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F. oxysporum f. sp. dianthi (Gomez-Lama Cabanas, personal com-
munication). However, the large number of copies found makes
the construction of knockout mutants an insurmountable task.
The high similarity between FTF2 and FTFT and among the copies
of FTF1 makes this expansion an attractive target for gene silenc-
ing based on RNA interference (RNAi) methodology (Fig. S1B).
However, the attenuation of gene expression obtained in this way
affects FTF2 and the copies of FTF1. To discriminate the contribu-
tion of each gene to the virulence phenotype, we first generated
null mutants of FTF2 in the FOP-SP1 strain. As the genome anno-
tation shows that there is an ORF (FOXG_09391) located contigu-
ous to the 3’ end of the coding region of FTF2, a deletion
construct was generated using the 5’ end flanking region of FTF2
(which is specific to FTF2) and the 3 terminus of the FTF2 coding
region (which is highly similar between FTF2 and FTF1 copies).
This strategy was designed to optimize the probabilities of delet-
ing most of the FTR2 coding region without deleting a FTF7
paralogue or part of the FOXG_09391 coding region, which would
result in a double mutation. Several transformants were obtained
and subjected to polymerase chain reaction (PCR) and Southern
analysis, which verified such a deletion of FTF2, but no alteration
of the FTF1 copies (Fig. S3A, see Supporting Information). In addi-
tion, reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction
(RT-qPCR) analysis was performed to verify wild-type expression
of FTF1 and the lack of FTF2 deleted transcript (data not shown).
Two transformants were selected for further analyses
(SPTAFTF2.1 and SP1AFTF2.2). First, it was verified that deletion
of FTF2 did not affect growth and sporulation (Table S1 and
Fig. S4, see Supporting Information). Then, they were tested for
pathogenicity and virulence in inoculation assays of common bean
plants. The results in Fig. 4A-D indicate that both transformants
show a slight reduction in virulence as measured by the Interna-
tional Center for Tropical Agriculture (CIAT) scale, plant weight
and disease index. The virulence reduction reverted to the wild-
type level when the mutation was complemented with the FTF2
wild-type allele (Figs S3B, 4A-D).

For FTF gene silencing, we used a construct based on the strat-
egy developed in Penicilllium chrysogenum and Acremonium
chrysogenum (Ullan et al., 2008) to obtain FTFRNAI transformants
of the HV phaseoli strain FOP-SP1 and the lycopersici strain 4287.
All the constructs contained a 462-bp FTF1 fragment to induce
gene silencing of FTF7 and FTF2 (Fig. S1B), cloned in binary plas-
mids harbouring either a gene coding for hygromycin resistance
(pFTRNAI-Hyg) or phleomycin resistance (pFTRNAI-Phleo). The
high similarity between the FTFT and FTF2 ORFs precluded the
use of a fragment long enough to induce the specific knockdown
of each gene. After transformation of FOP-SP1, the hyg® trans-
formants SP1FTFRNAi.2, SP1FTFRNAi.4 and SP1FTFRNAI5, the
phleo® transformant SP1FTARRNAI.16 and the hyg® transformant
SPT1RNAI, which contains the integrated plasmid backbone with-

Stage:

out the 462-bp FTF1 fragment, were selected. Transformants of
strain 4287 were obtained in a similar way. Five representative
transformants obtained with the silencing construct harbouring
the hph gene for hygromycin resistance were selected for further
analyses, together with a control transformant obtained with the
same construct lacking the silencing-inducer FTF1 fragment. All
the selected transformants were analysed by PCR and Southern
hybridizations to verify the integration of the silencing construct
or the control construct without the FTFT fragment (Fig. S3C-G).
They were also examined for growth and sporulation in both solid
and liquid media. No significant differences could be observed
between FTARNAI transformants and their respective wild-type
strains (Table S1 and Fig. S4).

Silenced FOP-SP1 transformants were tested for pathogenicty
and virulence in common bean plants (P. vulgaris L.) (Fig. 4E-H).
All transformants were pathogenic, but differed in virulence.
Transformants SP1FTARNAI.5 and SP1RNAi showed disease indi-
ces similar to those induced by the HV strain FOP-SP1, measured
using the CIAT scale, the plant weight of inoculated plants or the
disease scale described in Experimental Procedures (Fig. 4F-H,
respectively). In addition, the disease progression rate (DPR)
was similar. Transformant SP1FTFRNAi.4 showed a slightly
reduced disease rating, and transformants SP1FTFRNAi.2 and
SP1FTFRNAIL.16 showed a significantly reduced disease rating.
DPR was also lower for these three transformants (6.25 for
SP1FTRRNAI.4, 5 for SP1FTFRNAI.2 and 4.25 for SP1FTFRNAI.16)
when compared with FOP-SP1 (DPR = 7). The virulence reduction
was precisely correlated with the attenuation of FTF7 and FTF2
expression, as measured by RT-qPCR at 7 and 14 days post-
inoculation (dpi) (Fig. 41). The expression data in Fig. 41 show sig-
nificant differences in the expression of both genes with respect
to normal expression in the wild-type strain FOP-SP1. Differences
ranged from no reduction in SP1FTFRNAI.5 and the control trans-
formant SP1RNAi to more than 50% for FTFT in SP1FTFRNAI.16.

In a similar way, FTF-silenced transformants of the wild-type
4287 were tested in inoculation assays of tomato plants (Fig. 5).
The disease indices estimated for plants inoculated with the
silenced transformants were, in all cases, lower than those
obtained for plants inoculated with the wild-type strain 4287 (Fig.
5C), and the plant survival rate was significantly higher (Fig. 5D).
When FTF1 and FTF2 expression in the inoculated plants was ana-
lysed, the correlation between virulence reduction and attenuated
FTF expression was not as clear as in common bean inoculations
(Fig. 5E). Most transformants showed a reduction in the expres-
sion of both genes, but, in all, the expression of each gene was
higher than 65% relative to the expression measured in wild-type
4287.

Common bean and tomato plants inoculated with transform-
ants accumulating low levels of FTF transcripts showed a clear
reduction in Fusarium wilt symptoms. Transformants generated
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Fig. 4 Fusarium wilt induced in common bean plants by Fusarium oxysporum . sp. phaseolitransformants with reduced expression of FTF (Fusarium transcription
factor). Common bean plants 4 weeks after inoculation with FTF2™ mutants and complemented mutant (A-D) and inoculation with attenuated expression of FTF (E—
H). Severity of Fusarium wilt symptoms as measured by: (A, F) the International Center for Tropical Agriculture (CIAT) scale (the disease index is assigned according to
the percentage of chlorotic or necrotic leaves); (B, G) the weight of aerial plant parts 4 weeks after inoculation; (C, H) disease index (assigned according to the
number of necrotic vascular vessels and whether or not the plant is dead). (I) Relative expression of the FTF genes in root crown [7 days post-inoculation (dpi)] and
hypocotyl (14 dpi) of colonized plants, as measured by reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). An arbitrary value of 1.0 was used for
the transcript level of FTF genes in plants infected with FOP-SP1. Error bars in each panel indicate the standard deviations in three independent biological
experiments. The differences between each transformant and the wild-type strain in plant weight (B, G), disease index (C, H) and expression of the FTF genes (1) were
tested using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's test, and indicated by *P < 0.05 and ***P < 0.001. FOP-SP1 is a highly virulent (HV)
wild-type strain; SP1FTFRNAI.2, SP1FTFRNAI.4 and SP1FTFRNAIS are hygromycin-resistant transformants; and SP1FTRNAI.16 is a phleomycin-resistant transformant
harbouring an FTF1 fragment for the induction of gene silencing; SP1RNAI is a hygromycin-resistant strain which lacks the silencing FTF1 fragment.
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Fig. 5 Fusarium wilt induced in tomato plants by Fusarium oxysporum . sp. lycopersici attenuated transformants. (A, B) Tomato plants 3 weeks after inoculation.
Severity of Fusarium wilt symptoms 3 weeks after inoculation, as measured by the disease index (C) and plant survival rate (D). (E) Relative expression of the FTF
(Fusarium transcription factor) genes in the root crown of colonized plants at 14 days post-inoculation (dpi), as measured by reverse transcription-quantitative
polymerase chain reaction (RT-qPCR). An arbitrary value of 1.0 was denoted for the transcript level of FTF genes in plants infected with the wild-type strain 4287.
Error bars indicate the standard deviations obtained in three independent biological experiments. The differences between each transformant and the wild-type strain
in the disease index (C) and plant survival rate (D) were tested using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's test, and are indicated by

*P < 0.05, **P<0.01and ***P < 0.001. Transformants 4287 FTFRNAI.1-5 and 4287 FTFRNAi were obtained with the hph plasmid described in Experimental

Procedures.

with the same construct lacking the FTF1 fragment responsible for
the formation of double-stranded RNAi (dsRNAi) were as virulent
as the original wild-type strains. These results demonstrate that
dsRNAI transcribed from both promoters in the transforming con-
structs induces gene silencing in F. oxysporum. However, the effi-
ciency of gene silencing is greater in the phaseoli strain FOP-SP1
than in the lycopersici strain 4287. The comparison of the viru-
lence exhibited by the FTF2™ mutants and the best FTF attenuated
mutants indicates a greater contribution to virulence of functional
FTF1 paralogues with respect to FTF2.

FTF1 does not enhance virulence in a WV strain

The virulence of transformants SP1FTARNAI.2 and SP1FTRNAI.16,
as displayed in common bean inoculation assays, reaches final
CIAT scale indices similar to those recorded for WV F. oxysporum
f. sp. phaseoli isolates (Alves-Santos et al, 2002b), although the
progression of the disease is different. To test whether FTF1 alone
could be responsible for the virulence differences between HV and
WV strains, the WV strain FOP-SP4 was transformed with a
functional copy of FTF1 driven by promoter Pphas/14257 (Nino-
Sanchez et al., 2015). Two transformants were selected for inocu-
lation assays. One showed a single integration event, whereas the

other showed three integration events, as demonstrated by PCR
and Southern analysis (Fig. S5, see Supporting Information).
Therefore, the transformants have genetic backgrounds equivalent
to FOP-SP4 plus one or three FTFI functional native copies. The
latter has a more similar copy number to the HV strain FOP-SP1.
The results of inoculation assays of common bean plants showed
no significant differences between any of the transformants and
the FOP-SP4 wild-type (Fig. S6A, see Supporting Information).
Transformants of FOP-SP4 were also obtained with a construct,
pPgpdA::FTF1, which harboured the same copy of FTF1 formerly
used, driven by the constitutive promoter PgpdA. Six transform-
ants were selected and used to inoculate common bean plants,
but none showed significant changes in virulence (Fig. S6B).

To assess whether the above results were the consequence of
a lack of transcription of the transformed FTF1 copy in the genetic
FOP-SP4 background, semi-quantitative RT-PCR analyses were
performed. An FTF1 ¢cDNA band could be amplified from RNAs
obtained from plants inoculated with transformants harbouring
the FTFT copy driven either by the native or constitutive promoter
at 14 days post-infection (Fig. S6C). Therefore, the WV strain is
able to produce FTFT transcripts, although with no effect on
virulence.
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Fig. 6 Gene expression analysis in Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
PgpdA::FTF1 transformants. Gene expression of the effector-encoding genes
SIX1 (Secreted In Xylem 1) and SIX6 (Secreted In Xylem 6) and the
transcription factors SGET (Six Gene Expression 1) and FTF1 (Fusarium
transcription factor 1) was measured by reverse transcription-quantitative
polymerase chain reaction (RT-qPCR) in three different FTF7 constitutive
transformants (SP1PgpdA::FTF1.1, SP1PgpdA::FTF1.3 and SP1PgpdA::FTF1.9).
The value 1.0 was denoted for the transcript level of the four genes in the
wild-type strain FOP-SP1. Error bars indicate the standard deviations in three
independent biological experiments. The expression differences between each
transformant and the wild-type strain were tested using one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test, and are indicated by
*P<0.05 **P<0.01and ***P < 0.001.

FTF1 is involved in the regulation of virulence factors

The former results indicate that other virulence factors, apart from
FTF1, are present in HV and absent in WV strains. It has been
shown that the effector genes SIX7 and SIX6 share the same
expression pattern as FTF1 during infection of common bean
(Nino-Sanchez et al., 2015). Our analyses of the FOP-SP4 genome
indicate that this WV strain is devoid of both SIX7 and SIX6 genes.
Therefore, the virulence of HV strains could be explained if tran-
scription factor FTF1 acts as a positive regulator of effector genes,
such as SIX7 and SIX6.

To test this hypothesis, we first analysed the expression of
SIXT and SIX6 in PgpdA::FTF1 transformants of HV strain FOP-SP1,
which constitutively express FTF1. We included in the analysis the
gene coding for the transcripton factor SGET (Six Gene Expression
1), as it has been proposed to regulate the expression of some SIX
genes in F. oxysporum f. sp. lycopersici (Michielse et al, 2009).
RT-qPCR analyses performed with RNA obtained from three inde-
pendent transformants grown for 72 h in liquid culture showed a
drastic induction of FTF1, which correlated with the induction of
the three genes analysed (Fig. 6). These results support those pre-
viously obtained, which correlated FTF1, SIXT and SIX6 expression
during host colonization (Nino-Sanchez et al,, 2015).

Second, we took advantage of the RNAi transformants
obtained from the phaseoli and lycopersici wild-type strains to
compare the expression during host colonization. Figure 7 shows
the expression of the three genes analysed in common bean plants

Stage:
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Fig. 7 Gene expression analysis in Fusarium oxysporum attenuated
transformants. The expression of the effector-encoding genes SIX7 (Secreted
In Xylem 1) and SIX6 (Secreted In Xylem 6), the transcription factor SGET (Six
Gene Expression 1) and the glutamine synthetase gene (GS), used as control,
was measured by reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction
(RT-gPCR) in inoculated common bean plants at 7 and 14 days post-
inoculation (dpi) (A) and inoculated tomato plants at 14 dpi (B). FOP-SP1 and
4287 are F. oxysporum f. sp. phaseoli and lycopersici wild-type strains,
respectively; SP1FTARNAI.2, SP1FTFRNAI.4, SP1FTFRNAI5 and

4287 FTFRNAI.1-5 are hygromycin-resistant silenced transformants;
SP1FTRNAI.16 is a phleomycin-resistant silenced transformant. The value 1.0
was denoted for the transcript level of all genes in the wild-type strains
FOP-SP1 and 4287. Error bars indicate the standard deviations obtained in
three independent biological experiments. The differences between each
transformant and the wild-type strain were tested using one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Dunnett's test, and are indicated by *P < 0.05
and tP < 0.1.

(Fig. 7A) and tomato plants (Fig. 7B) inoculated with the same
transformants, harbouring the silencing construct, as described
previously. The greatest reduction in SIX7 and SIX6 expression
(P < 0.05) corresponds to plants inoculated with SP1FTFRRNAI.2
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Fig. 8 Plant colonization by green fluorescent protein (GFP)-expressing transformants of Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. Cross-sections of hypocotyls of common
bean plants inoculated with GFP-expressing transformants derived from the weakly virulent (WV) strain FOP-SP4 (A), the highly virulent (HV) strain FOP-SP1 (B) (Nino-
Sanchez et al., 2015) and the SP1FTARNAI 16 attenuated strain (C) were examined by confocal laser microscopy. Hyphae growing in the parenchyma region are indicated
by white arrows, whereas hyphae growing inside the xylem vessels are indicated by yellow arrows. Fungal biomass was quantified by quantitative polymerase chain
reaction (gPCR) in plants inoculated with FOP-SP1 and two attenuated transformants (SP1FTFRNAI.2 and SP1FTARNAI.16). Fungal DNA relative to common bean DNA
was measured by assaying the fungal £F7oc gene and the plant actin gene by gPCR using DNA extracted from the root crown at 7 days post-inoculation (dpi) and
hypocotyls at 14 dpi. All measurements were referred to the arbitrary value of unity obtained during FOP-SP1 colonization. The differences between each transformant
and the wild-type strain were tested using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's test, and are indicated by *P < 0.05.

(7 dpi) and SP1FTRNAi.16 (14 dpi), the transformants that
showed the minimum expression of FTF1. SP1FTFRNAi.4 also
showed a clear reduction in SIX6 expression at 7 dpi (P < 0.05)
and intermediate levels of expression of the other genes, in agree-
ment with the intermediate expression shown by the FTF genes
(see Fig. 4l). Transformant SP1FTFRNAI.5 showed no reduction in
either FTF1 or the three genes analysed. Some of the best silenced
transformants in FTF1 derived from the lycopersici wild-type strain
4287, 4287FTFRNAI.2, 4287FTFRNAI.4 and 4287FTFRNAI.5, also
showed the greatest reduction in the expression of the effector
genes. The expression of the gene encoding the transcription fac-
tor SGE1 was significantly reduced in the best silenced transform-
ants of the phaseoli strain, in a similar manner to the effector
genes analysed. This result, together with the induction observed
in the transformants constitutively expressing FTF1, demonstrates
that SGET, SIXT and SIX6 are under positive regulation by FTF1,
either directly or indirectly. The results obtained with the FTF
silenced lycopersici strain indicate that SIX7 and S/X6 are under
FTF1 positive regulation, but are less conclusive concerning SGET.

Host plant colonization by silenced strains

In a former study, we showed that WV and HV strains of
F. oxysporum f. sp. phaseolinot only differ in the severity of symp-

toms caused in the host plant (virulence), but also in the coloniza-
tion pattern: HV strains accumulate more mycelium in infected
tissues and are almost exclusively restricted to vascular vessels
(Nino-Sanchez et al,, 2015).

To analyse the morphological pattern of host colonization by
the silenced transformants, one transformant, SP1FTFRNAI.16,
was transformed with a construct harbouring the GFP (green fluo-
rescent protein) gene under the control of the constitutive pro-
moter PgpdA. After checking for the correct integration and
expression of GFP (data not shown), one of the SP1FTFRNAI.16-
GFP transformants was selected for inoculation tests. This silenced
transformant displayed a colonization pattern resembling that
exhibited by the WV strain FOP-SP4, characterized by extensive
growth around the parenchymal cells of the cortex and limited
growth inside the vascular vessels (Fig. 8A,B), in contrast with the
pattern observed in plants inoculated with FOP-SP1 (Fig. 8C). The
proportion of colonized vessels measured by image analysis was
31.59% = 4.89%, a value closer to that obtained for FOP-SP4
(11.39% = 7.03%) than to that obtained for FOP-SP1
(81.06% = 8.8%) (Nino-Sanchez et al,, 2015). The quantification
of fungal biomass accumulation in infected plants, measured by
RT-gPCR, showed that silenced transformants accumulate less
mycelium than the wild-type HV strain FOP-SP1 (Fig. 8B). The larg-
est difference was observed at 7 dpi, in agreement with the
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observations made in the above-mentioned study. Again, the phe-
notype showing the most significant difference from the wild-type
strain was displayed by SP1FTFRNAI.2, one of the most attenu-
ated transformants.

Both results indicate that FTF knockdown transformants
obtained in an HV genetic background show a host colonization
pattern similar to that displayed by the WV strain FOP-SP4, which
is devoid of FTF1 copies.

DISCUSSION

The expansion of some gene families encoding transcription fac-
tors in F. oxysporum is a striking question that addresses the
genetic bases of virulence and host specificity in this species com-
plex. In this study, we analysed FTF gene expansion, composed of
the core genome FTF2 gene and several paralogues of the LS
FTF1 gene. FTF2 is well conserved in all filamentous fungi. A sin-
gle copy of this gene is present in all genomes available to date
in FOSC, and also in sets of isolates experimentally found to be
non-pathogenic, WV and HV to common bean plants. The
F. graminearum mutant seems to be altered only in ascospore
production and discharge (Son et al, 2011), but this phenotype
would not be relevant in F. oxysporum as this fungus does not
seem to reproduce sexually. We found that FTF2 mutants of
F. oxysporum do not display apparent growth or sporulation
abnormalities in solid and liquid culture, respectively, but show a
slight reduction in virulence. In contrast, the FTF7 paralogues are
exclusive to F. oxysporum and can be found in a variable number
of copies, which is related both to the forma specialis analysed
and the virulence displayed, as shown in this work and in previ-
ous reports (Alves-Santos et al, 2002a; Schmidt et al, 2013; de
Vega-Bartol et al, 2011). Additional lines of evidence point to the
role of these paralogues in virulence, such as the expression dur-
ing plant infection (Nino-Sanchez et al., 2015; Ramos et al., 2007)
and the correlation between the copy number and virulence dis-
played (de Vega-Bartol et al, 2011). However, direct confirmation
of the role of FTFT as a virulence factor is lacking because of the
experimental problems involving the construction of deletion
mutants in all the paralogues. We have successfully used RNA-
mediated gene silencing to attenuate the expression of the FTF
genes, and found that mutants most effectively silenced (less
than 50% of FTF1 expression) show an important reduction in vir-
ulence. Constructs expressing dsRNA complementary to target
sequences were obtained by placing a fragment of the FTF7 gene
between two promoters in opposite orientations, following the
design successfully deployed in other fungi (Ullan et al, 2008).
The sense and antisense strands form a dsRNA that triggers gene
silencing (Lee et al,, 2002; Wang et al., 2003). The presence of a
unique Ncol cloning site between the two strong promoters (Ullan
et al.,, 2008) allows for easy insertion of DNA fragments from the
genes of interest. This feature implemented in a binary vector
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harbouring an antibiotic resistance cassette for selection (we have
successfully used both the hph and ble genes) results in a system
for easy gene silencing in any strain of F. oxysporum. This system
would be a useful tool to facilitate the functional analysis of gene
expansions, such as that described here, where the deletion of all
the copies is not feasible. The correlation between the attenuation
of gene expression and reduction in virulence was observed in
both the phaseoli and lycopersici transformants, although, for
unknown reasons, gene silencing is more effective in transform-
ants obtained from FOP-SP1 than in those obtained from strain
4287. Silencing efficiency may show variations between strains,
as reduced attenuation of gene expression has also been reported
in F. oxysporum f. sp. conglutinans 5176, although, in this case,
the silencing method relied on the expression of hairpin RNA
transgenes (Schumann et al,, 2013). In addition, it is worth noting
that the number of copies of FTFT is higher in 4287 than in FOP-
SP1. The reduction in virulence shown by the attenuated mutants
is proportionally greater than that shown by the FTF2™ mutants,
supporting a more important role in virulence for the FTFI
paralogues than for the FTF2 core genome gene.

The best-described TF gene expansions involved in the patho-
genicity of F. oxysporum are EBRI1, with the four paralogues
EBR2, EBR3, EBR4 and EBR5, and FOW2 (FOXG_06378), with two
paralogues, FOXG_12458 and FOXG_21393. The deletion of
EBRT causes a minor reduction in virulence towards tomato plants
and reduced radial growth in complete medium (Jonkers et al,
2013), which is also observed in the deletion mutants obtained in
F. graminearum (Zhao et al, 2011). The mutant phenotype
observed in F. oxysporum f. sp. lycopersici when EBR1 is deleted
is substantially restored by a copy of EBR2 placed under the con-
trol of the EBRT promoter. The gene predominantly expressed,
both during culture and tomato colonization, is EBR1. When EBR1
is deleted, the majority of transcripts detected during growth in
complete medium correspond to EBR3 and, to a lesser extent, to
EBR2; the opposite occurs during tomato colonization (Jonkers
et al, 2013). Taken together, these results indicate that EBRT and
the paralogues EBR2 and EBR3 have redundant roles during both
saprophytic and in planta growth, whereas EBR4 and EBR5 are
barely expressed in both conditions. EBRT is located in the core
genome, whereas the copies of EBR2, EBR3 and EBR4 are located
in LS chromosomes. Similarly, copy FOXG_06378 of FOW2 is
located in the core genome (chromosome 2), whereas the two
paralogues are located in LS chromosomes (FOXG_12458 in chro-
mosome 3 and FOXG_21393 in chromosome 6). Deletion of
FOW2 in F. oxysporum f. sp. melonis causes a complete loss of
pathogenicity (Imazaki et al, 2007), whereas FOW2 insertional
mutants in F. oxysporum f. sp. lycopersici show a decrease of
50% relative to the wild-type level of virulence (Michielse et al.,
2009), which suggests that insertions may have occurred in the
paralogues.

© 2016 BSPP AND JOHN WILEY & SONS LTD MOLECULAR PLANT PATHOLOGY (2016)

ID: vairaprakash.p Time: 10:50 | Path: //chenas03/Cenpro/ApplicationFiles/Journals/Wiley/MPP#/\Vol00000/160013/Comp/APPFile/JW-MPP#160013

Page: 11

497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546



J_ID: MPP Customer A_ID: MPP12373 Cadmus Art: MPP12373 Ed. Ref. No.: MPP-OA-15-343.R1 Date: 12-March-16

547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560

562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596

12 ). NINO-SANCHEZ et al.

None of the above-described gene expansions have been
shown to be involved in the main characteristic of F. oxysporum,
its ability to grow and spread through the vascular system of the
plant host. On the contrary, the phenotypic features of transform-
ants attenuated in FTF expression strongly suggest a role of the
FTF1 paralogues in vascular colonization. In addition to the reduc-
tion in virulence demonstrated in the pathogenicity assays, FTF
silenced transformants show: (i) lower accumulation than HV
strains of fungal biomass in infected host tissues; (ii) a change in
the colonization pattern, from almost exclusively vascular to a
mixture of parenchymal and vascular; and (jii) the majority of fun-
gal biomass (68%) accumulates around the parenchymal cells
instead of inside the xylem vessels. These three features are also
main differences that distinguish WV strains from HV strains of
F. oxysporum f. sp. phaseoli. As shown in previous studies, HV
strains are true and almost exclusive vascular colonizers that
highly express the FTFT transcription factor during plant infection,
whereas WV strains are better colonizers of parenchyma and lack
the FTF1 paralogues (Nino-Sanchez et al, 2015; Ramos et al,
2007). Furthermore, the presence of extra FTFI paralogues corre-
lates with enhanced virulence when SV strains of F. oxysporum f.
sp. phaseoli infect P. coccineus L. (de Vega-Bartol et al, 2011).
Therefore, we propose that FTF1 paralogues encode a transcrip-
tion factor required for enhanced virulence and heavy colonization
of the host vascular system.

The FTF genes encode transcription factors of the Zn(ll),Cysg
binuclear cluster DNA-binding type (Todd and Andrianopoulos,
1997). If the expression of FTF1 paralogues, or FTF1 together with
FTF2, is needed for effective colonization and spread through the
xylem vessels, their most attractive targets would be genes whose
products are involved in the vascular lifestyle of F. oxysporum.
The best-known groups of molecules that work as specialized
pathogenicity factors in F. oxysporum are the small, cysteine-rich
proteins encoded by the SIX genes (Michielse and Rep, 2009). SIX
genes play an important role in the determination of host specific-
ity and the establishment of gene-for-gene interactions between
F. oxysporum f. sp. lycopersici and its tomato host (Houterman
et al, 2008; Rep et al., 2004). We have found direct evidence that
strongly suggests that SIX7 and SIX6 genes, both present in the
genome of HV phaseoli strains, but absent in the genome of WV
strains, are activated by the FTF1 transcription factor. First,
mutants that constitutively express FTF1 show enhanced SIX7 and
SIX6 expression. Second, FTF-silenced transformants show
reduced expression of both genes. These results support the corre-
lation previously found between FTFT up-regulation during host
colonization and increased expression of SIX7 and SIX6 (Nino-
Sanchez et al,, 2015). It has been reported that SIX expression is
dependent on the expression of another transcription factor
encoded by the gene SGET, as the expression of several SIX genes
is lost in a deletion mutant of SGET (Michielse et al., 2009). Our
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results show that SGET is also up-regulated in the phaseoli strain
constitutively expressing FTF1, whereas SGET expression is down-
regulated in FTF-silenced strains of F. oxysporum f. sp. phaseoli.
Therefore, SGET is also likely to be under the control of FTFI, at
least in F. oxysporum f. sp. phaseoli, thus making the FTF1 tran-
scription factor a regulator of effector expression.

The variability shown by FTF gene expansion, with up to seven
similar genes in strain 4287, is higher than in the case of £BR and
FOW expansions. This range of variability, together with the find-
ing that some paralogues are probably not functional because of
structural reasons (this work), suggests that the FTF gene family
has evolved by gene duplication of an ancestral unique gene,
most probably FTF2, and the subsequent accumulation of muta-
tions in the duplicated copies. The FTFT paralogues are located in
LS regions enriched in transposons (Ma et al., 2010; Ramos et al.,
2007; Schmidt et al, 2013), whose movement could have origi-
nated the duplications. The data presented here demonstrate that
some of these mutations have determined a functional specializa-
tion of the FTFT paralogues, which is closely related to the ability
to colonize the vascular system.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Fungal strains and culture conditions

The F. oxysporum f. sp. phaseoli strains FOP-SP1 (HV) and FOP-SP4 (WV)
(Alves-Santos et al, 1999, 2002a; Armstrong and Armstrong, 1975;
Booth, 1971), and the F. oxysporum f. sp. lycopersici race 2 strain 4287
(Di Pietro et al, 1998), were used in this study. All strains were grown as
described previously (Alves-Santos et al, 1999; de Vega-Bartol et al,
2011). Fungal cultures were established from frozen mycelia stored on
25% glycerol v/v at —80 °C, and incubated at 25 °C with continuous light
for 1 week (solid medium) or 5 days at 120-180 rpm (liquid cultures).

Pathogenicity tests

Inoculation of P. wulgaris L. cv. Blanca Rindn with conidia from
F. oxysporum strains and transformants was carried out as described pre-
viously (Alves-Santos et al, 1999). After inoculation, the plants were
transferred to pots and further incubated in a glasshouse for regular path-
ogenicity assays, or to 50-mL Falcon® tubes filled with PGM (Plant
Growth Medium) solution, covered with foil and incubated as described
previously (Nino-Sénchez et al, 2015). Inoculation of tomato cultivar
Money Maker was performed as described previously (Di Pietro et al,
1998). Plant infection tests were repeated three times in a randomized
design and a total of 60 plants were analysed. Disease severity was meas-
ured by assessment of the disease symptoms recorded according to the
CIAT scale (Alves-Santos et al., 1999; Pastor-Corrales and Abawi, 1987),
weighing the mass of the aerial part of inoculated plants, quantification of
the DPR (Garcia-Sanchez et al, 2010) and evaluation of the affected
vascular vessels according to the tomato disease index (Rep et al., 2004).
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Isolation of FTF2

A genomic library was constructed with DNA from strain FOP-SP4 as
described previously (Ramos et al., 2007). To identify the FTF2 gene, 4000
recombinant phages were screened using the probe B285-A5, which con-
tains part of the promoter and the 5’ coding region of FTF1. DNA purified
from the positive phage clones was digested with different restriction
enzymes and subjected to Southern blot analysis with several probes
derived from the coding region of FTF7. DNA fragments corresponding to
hybridization bands were subcloned into pBluescripts KS+ vector and
sequenced using the same primers as designed for sequencing of the FTF1
gene (Ramos et al., 2007). The nucleotide sequence of gene FTF2 is avail-
able in GenBank under Accession No. JN167165.

Construction of silencing and disruption vectors and
generation of mutants

Plasmid pFTF2-KO was constructed to inactivate the gene FTF2 in FOP-
SP1. To prevent the partial deletion of the FOXG_09391 ORF, contiguous
to the 3’ end of FTF2 (locus FOXG_09390), primers Inac-FTF2-A3 and
Inac-FTF2-A4 were designed to PCR amplify a 776-bp DNA fragment from
the 3’ end of the FTF2 coding region. An 844-bp DNA fragment was
amplified from the 5’ flanking region of FTF2 using primers Inac-FTF2-01
and Inac-FTF2-02. Both fragments were PCR amplified using DNA from
strain FOP-SP4 as template and cloned into pRF-HU2 digested with Pad
and Nt.BbvCl USER™ enzymes (Frandsen et al., 2008).

Plasmids pFTFPhleo-RNAi and pFTFHyg-RNAi were designed on the
basis of the dsRNA expression cassette from pJL43-RNAi (Ullan et al.,
2008) and the binary vector pRF-HU2 (Frandsen et al., 2008). For plasmid
pFTFPhleo-RNAI construction, first the hygromycin resistance cassette in
PRF-HU2 was excised by digestion with restriction enzymes Pad and
Nt.BbvCl. Then, a PCR fragment containing the PpbcC promoter of the
Penicillium chrysogenum pcbC gene and the PgpdA promoter of the
Aspergillus nidulans glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene,
together with the ble gene under the control of the glutamate dehydro-
genase promoter (Pgdh) of Aspergillus awamori, was amplified using
pJL43-RNAi as template and primers RNAi-U1 and RNAi-U4. This 3406-bp
amplicon was cloned into pRF-HU2 digested with Pad and NtBbCl
USER™ enzymes (Frandsen et al, 2008), yielding plasmid pPhleo-RNAi.
Primers SilFTF2F-Ncol and SilFTF2R-Ncol were used to amplify a 462-bp
fragment, containing a conserved FTF sequence, using DNA from FOP-SP4
as template. Finally, the 474-bp amplicon and plasmid pPhleo-RNAi were
digested with restriction enzyme Ncol and ligated using T4 DNA ligase to
obtain pFTFPhleo-RNAI. To obtain pFTFHyg-RNAI, primers RNAi-User1 and
RNAi-User2 were used to PCR amplify a 1.7-kb DNA fragment employing
pFTFPhleo-RNAI as template. This amplicon contains the double-stranded
expression cassette with the FTF sequence cloned in the internal Ncol site.
The 1.7-kb DNA fragment was cloned into pRF-HU digested with Pad and
Nt.BbvCl USER™ enzymes.

Complementation of FTFZ™ mutants was performed by transformation
with plasmid pFTF2, which contains the wild-type allele FTF2 from strain
FOP-SP4 and the ble gene for phleomycin resistance. First, plasmid pRF-
HU was digested with the enzymes Apal and Scal to excise a fragment
containing the hph gene. Then, a fragment containing the phleomycin
resistance cassette was PCR amplified using primers PhleoF-Apal and
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PhleoR-Scal and DNA from plasmid pJL43-RNAi. This amplicon was
ligated to the formerly digested plasmid pRF-HU, thus replacing the hph
gene by the ble gene. Finally, a 4717-bp amplicon containing the wild-
type allele FTF2 was obtained using primers PromFTF2USER-F and
TerFTF2USER-R and DNA from strain FOP-SP4 as template, and ligated to
the formerly obtained plasmid digested with Pad and Nt.BbvCl USER™
enzymes.

Plasmid pFTF1 was constructed to express the gene FTFT1 in the strain
FOP-SP4 under the control of its native promoter. A DNA fragment was
amplified using primers B310User and M40Auser, and DNA from FOP-SP1
as template. The 4890-bp amplicon contains the FTF1 paralogue homolo-
gous to FOXG_14257 in F. oxysporum f. sp. lycopersici, and contains the
ORF together with 670 bp of the promoter region and 1 kb of the 3’ non-
translated region. The amplicon was ligated to pRF-HU digested with Pad
and Nt.BbvCl USER™ enzymes. In a similar way, plasmid pPgpdA::FTF1
was constructed to express the gene FTF1 under the constitutive control
of the PgpdA promoter and the TrpC terminator harboured by pRF-HUE.
Primers FTF1UserF and FTF1UserR were used in PCRs with DNA from
FOP-SP1 as template. The amplicon contains the complete ORF of the
phaseoli paralogue homologous to FOXG_14257 in F. oxysporum f. sp.
lycopersici, and was ligated to pRF-HUE digested with Pad and Nt.BbvCl
USER™ enzymes (Frandsen et al., 2008).

All the constructs were used to genetically transform F. oxysporum
employing the Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation pro-
cedure as described previously (Mullins et al, 2001; Ramos et al., 2007).

Construction of GFP-expressing strains

Transformants of F. oxysporum f. sp. phaseoli attenuated in the expres-
sion of FTF1 and FTF2 were genetically transformed to express GFP and
verified for normal pathogenicity, as described previously (Nino-Sanchez
etal, 2015).

Confocal laser microscopy

The plants inoculated with FOP-SP1, FOP-SP4 and the attenuated trans-
formants expressing GFP were maintained in hydroponic cultures and
examined each day for a period of 21 days after infection, as described
previously (Nino-Sanchez et al., 2015). The quantification of xylem vessel
colonization was performed with the help of ImageJ and carried out as
described previously (Nino-Sanchez et al., 2015).

Nucleic acid manipulations

Genomic DNA was extracted from F. oxysporum mycelium according to
the procedures described previously (Alves-Santos et al, 1999, 2002b;
Ramos et al., 2007). RNA was extracted from common bean and tomato
plants at different times after inoculation with F. oxysporum strains and
transformants. Roots and hypocotyls were cut and immediately frozen at
80 °C and ground in a pestle and mortar under liquid nitrogen. Southern
blots were carried out as described previously (Ramos et al,, 2007). DNA
probes were labelled with digoxigenin-dUTP (Roche Diagnostics) by the
PCR method using Biotools DNA Polymerase (Biotools SA, Spain). Prehy-
bridization, hybridization, washing and detection were performed using a
chemiluminescent detection procedure employing CDP-Star (Roche Diag-
nostics) according to the manufacturer’s recommendations.

© 2016 BSPP AND JOHN WILEY & SONS LTD MOLECULAR PLANT PATHOLOGY (2016)

ID: vairaprakash.p Time: 10:50 |

Path: //chenas03/Cenpro/ApplicationFiles/Journals/Wiley/MPP#/Vol00000/160013/Comp/APPFile/JW-MPP#160013

Page: 13

695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
ANl
712
713
714
715
716
n7
78
79

720

721
722
723
724

725

726
727
728
729
730
731

732

733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744

AQ5
AQ6



J_ID: MPP Customer A_ID: MPP12373 Cadmus Art: MPP12373 Ed. Ref. No.: MPP-OA-15-343.R1 Date: 12-March-16

745
746

747
748
AQ7 749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765

766

767
768
769
770
AQS 771
772
773
774
775
776
777

778

779
AQY 780
781
782
783
784
785
786

AQ10787

788
789
790
791
792
793
794

14 ). NINO-SANCHEZ et al.

Real-time quantitative analysis of gene expression
and fungal biomass quantification

Samples of plants inoculated with F. oxysporum were collected and frozen
at —80 °C. Total RNA was extracted and DNAase was treated using the
SV Total RNA Isolation System Z3105 (Promega) according to the manu-
facturer's recommendations. RNA quantification and cDNA synthesis were
performed as described previously (Nino-Sanchez et al., 2015). The effi-
ciency of each pair of primers was verified as described previously (Nino-
Sanchez et al., 2015). Amplifications were performed in a StepOnePlus™
Real-Time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) accord-
ing to the manufacturer’s recommendations. The F. oxysporum EFlo. gene
and the common bean actin gene were used as endogenous reference
genes. The relative expression levels of each gene were calculated by the
2724% method (Livak and Schmittgen, 2001). Three sets of samples from
different infection assays were used (biological replicates), two independ-
ent cDNA preparations per biological replicate were obtained and three
replicates of each cDNA were analysed to calculate the mean and stand-
ard deviation. All the primers used in RT-gPCR experiments and in the
construction of vectors are listed in Table S2 (see Supporting Information).

Fungal biomass in inoculated plant samples was estimated as
described previously (Nino-Sanchez et al,, 2015).

Similarity analysis

Similarity searches were performed with the Biast program against public
DNA/protein databases [National Center for Biotechnology Information
(NCBI) and Broad Institute]. The alignment of FTF2 homologous sequen-
ces and the comparison of FTFI and FTF2 sequences were made with the
help of the Geneious program (Biomatters, New Zealand) and its default
parameters (IUB cost matrix, neighbour joining, Tamura—Nei distance
model) for MUSCLE/CLustalW and GBLOCKS. Phylogenetic reconstructions
were performed using PhyML and evaluated using a bootstrap test with
100 replications. The motifs, regions and domains of FTF2 were character-
ized at the Broad website (www.broadinstitute.org) and annotated with
the Geneious program.
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SUPPORTING INFORMATION

Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article at the publisher's website.

Fig. S1 Nucleotide sequence homology between all members
of the FTF (Fusarium transcription factor) gene family. (A) Per-
centages of homology between the open reading frames
(ORFs). (B) Percentages of homology between the 462-bp frag-
ment used for silencing. The numbers in parentheses indicate
the type of protein deduced from the ORF of each locus.

Fig. S2 Gene expression analysis of FTF2 (Fusarium transcription
factor 2) during growth in culture. The expression of the gene
FTF2 was measured by reverse transcription-quantitative polymer-
ase chain reaction (RT-gPCR) in mycelia grown in liquid culture
(potato dextrose broth, PDB). FOP-SP1 and FOP-SP4 are highly
virulent (HV) and weakly virulent (WV) Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli wild-types, respectively. The expression measurements
for each strain were referred to the arbitrary value of unity
obtained after 6 h of growth. Error bars indicate the standard
deviations obtained in three independent biological experiments.
Fig. S3 Southern hybridization of Hindlll-digested DNA from
knockout and silenced transformants of Fusarium oxysporum.
Digested DNA from knockout mutants obtained from strain

Stage:

The FTF genomic expansion of Fusarium oxysporum 15

FOP-SP1 and the mutant complemented with the FTF2 (Fusar-
jum transcription factor 2) wild-type allele, hybridized with
probe M18B-M19A (a fragment of the FTF7 gene) (A, B).
Digested DNA from attenuated transformants obtained from
strain  FOP-SP1 and hybridized with probe SilFTF2F.Ncol-
SilFTF2R.Ncol which includes the silencing-inducer FTF1 frag-
ment (C), probe HphF-HphR which includes the hyg resistance
gene (D), and probes HphF-HphR and PhleoF-PhleoR, the latter
including the phleo resistance gene (E). Digested DNA from
attenuated transformants obtained from strain 4287 and hybri-
dized with probe SilFTF2F.Ncol-SilFTF2R.Ncol (F) and probe
HphF-HphR (G). SP1AFTF2.1-6 are knockout mutants obtained
by transformation of strain FOP-SP1; SP1AFTF2-FTF2 is mutant
SP1AFTF2.1 complemented with a wild-type FTF2 allele; FOP-
SP1 and FOP-SP4 are highly virulent (HV) and weakly virulent
(WV) strains of F. oxysporum f. sp. phaseoli, respectively; AB82
is a non-pathogenic F. oxysporum strain; SP1FTFRNAI.2,
SPTFTFRNAi.4 and SPT1FTFRNAI5 are attenuated mutants
obtained by transformation of strain FOP-SP1 with the silencing
construct containing the hph gene; SP1FTFRNAI.16 is an atten-
uated mutant obtained by transformation of strain FOP-SP1
with the silencing construct containing the phleo gene;
SP1FTRNAi was obtained by transformation of FOP-SP1 with
the backbone of the silencing construct lacking the silencing-
inducer fragment; 4287FTFRNAi1-5 are attenuated mutants
obtained by transformation of strain 4287 with the silencing
construct containing the hph gene; 4287 FTFRNAI was obtained
by transformation of 4287 with the backbone of the silencing
construct lacking the silencing-inducer fragment; 4287 is an
F. oxysporum f. sp. lycopersici race 2 strain.

Fig. S4 Growth in solid culture (potato dextrose agar, PDA)
and sporulation in liquid culture (potato dextrose broth, PDB)
of FTF2 (Fusarium transcription factor 2) mutants (SP1AFTF2.1
and SP1AFTF2.2), an FTF2 mutant complemented with the
FTF2 wild-type allele (SPTAFTF2-FTF2), FTF attenuated mutants
obtained by transformation of strain FOP-SP1 (SP1FTFRNAI.2,
SP1FTFRNAI.4, SP1FTFRNAI.5, SP1FTFRNAI.16 and SP1FTFRNAI)
or strain 4287 (4287FTFRNAi1-5 and 4287FTFRNAI), and the
wild-type strains FOP-SP1 and 4287. Measurements were per-
formed after 7 days of growth.

Fig. S5 Southern hybridization of Hindlll-digested DNA from
transformants of Fusarium oxysporum. The membrane was
hybridized with probe M18B-M19A which includes the FTF7
(Fusarium transcription factor 1) gene (A) and probe HphF-
HphR which includes the hph gene (B). FOP-SP4 is a weakly
virulent (WV) wild-type strain; SP4FTF1.1 and SPAFTF1.2 are
strains derived from FOP-SP4 by transformation with a plasmid
containing the native FTF7 gene, and contain one copy and
three copies, respectively, of FTF1. Size markers (kb) are indi-
cated on the left.
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Fig. S6 Fusarium wilt induced in common bean plants by Fusar-
ium oxysporum f. sp. phaseoli strains expressing the FTF1 (Fusar-
ium transcription factor 1) gene. Disease symptoms were
measured according to the Center for Tropical Agriculture (CIAT)
scale in plants inoculated with transformant strains (SP4FTF1.1
and SP4FTF1.2) harbouring copies of the native FTFT gene (A) or
with transformants harbouring the FTF7 open reading frame (ORF)
constitutively expressed by the gpdA promoter (SPAPgpdA::

MOLECULAR PLANT PATHOLOGY (2016) © 2016 BSPP AND JOHN WILEY & SONS LTD
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Stage:

FTF1.1-6) (B). All the transformants were derived from the weakly
virulent (WV) FOP-SP4 strain. (C) Semi-quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was carried out
using RNA extracted from plant hypocotyls at 14 days post-
inoculation (dpi). FOP-SP1 is a highly virulent (HV) strain.

Table S1 Growth and sporulation of wild-types, knockout and
attenuated transformants of Fusarium oxysporum.

Table S2 Oligonucleotides used in this study.
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Fig. S1. Nucleotide sequence homology between all the members of the FTF gene family. (A)
Percentages of homology between the ORFs. (B) Percentages of homology between the 462 bp
fragment used for silencing. The numbers in parenthesis indicate the type of protein deduced from

the ORF of each locus.
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Fig. S2. Gene expression analysis of FTF2 during in culture growth. The expression of the gene FTF2
was measured by RT-gPCR in micelia grown in liquid culture (PDB). FOP-SP1 and FOPSP4 are HV and
WV, respectively, F. oxysporum f. sp. phaseoli wild types. The expression measurements for each
strain were referred to the arbitrary value 1 obtained after 6 h of growth. Error bars indicate the
standard deviations obtained in three independent biological experiments.
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Fig. S3. Southern hybridization of Hindlll digested DNA from knock-out and silenced transformants
of F. oxysporum. Digested DNA from knock-out mutants obtained from strain FOP-SP1 and the
mutant complemented with the FTF2 wild type allele, hybridized with probe M18B-M19A (a)
fragment of the FTF1 gene) (A and B). Digested DNA from attenuated transformants obtained from
strain FOP-SP1 and hybridized with probe SilFTF2F.Ncol-SilFTF2R.Ncol which includes the silencing-
inducer FTF1 fragment (C), probe HphF-HphR which includes the hyg resistance gene (D), and
probes HphF-HphR and PhleoF-PhleoR, the later including the phleo resistance gene (E). Digested
DNA from attenuated transformants obtained from strain 4287 and hybridized with probe
SilFTF2F.Ncol-SilFTF2R.Ncol (F) and probe HphF-HphR (G). SP1AFTF2.1-6 are knock-out



mutants obtained by transformation of strain FOP-SP1; SP1AFTF2-FTF2 is mutant SP1AFTF2.1
complemented with a wild type FTF2 allele; FOP-SP1 and FOP-SP4 are HV and WV strains,
respectively, of F. oxysporum f. sp. phaseoli; AB82 is a non-pathogenic F. oxysporum strain;
SP1FTFRNAI.2, SP1FTFRNAI.4 and SP1FTFRNAI.5 are attenuated mutants obtained by
transformation of strain FOP-SP1 with the silencing construction containing the hph gene;
SP1FTFRNAI.16 is an attenuated mutant obtained by transformation of strain FOP-SP1 with the
silencing construction containing the phleo gene; SPIFTFRNAI was obtained by transformation of
FOP-SP1 with the backbone of the silencing construction lacking the silencing-inducer fragment;
4287FTFRNAI1-5 are attenuated mutants obtained by transformation of strain 4287 with the
silencing construction containing the hph gene; 4287FTFRNAIi was obtained by transformation
of4287 with the backbone of the silencing construction lacking the silencing-inducer fragment;
4287 is a F. oxysporum f. sp. lycopersici race 2 strain.
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Fig. S4. Growth in solid culture (PDA) and sporulation in liquid culture (PDB) of FTF2 mutants
(SP1AFTF2.1 and SP1AFTF2.2), an FTF2 mutant complemented with the FTF2 wild type allele
(SP1AFTF2-FTF2), FTF attenuated mutants obtained by transformation of strain FOP-SP1
(SP1FTFRNAI.2, SP1FTFRNAI.4, SP1FTFRNAI.5, SP1FTFRNAI.16 and SP1FTFRNAI) or strain 4287
(4287FTFRNAI1-5 and and 4287FTFRNAI), and the wild type strains FOP-SP1 and 4287.
Measurements were performed after 7 days of growth.
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Fig. S5. Southern hybridization of Hindlll digested DNA from transformants of F. oxysporum. The
membrane was hybridized with probe M18B-M19A which includes the FTF1 gene (A) and probe
HphF-HphR which includes the hph gene (B). FOP-SP4 is a WV wild type strain; SP4FTF1.1 and
SP4FTF1.2 are strains derived from FOP-SP4 by transformation with a plasmid containing the native
FTF1 gene, and contain one copy and three copies, respectively, of FTF1. Size markers (Kb) are
indicated on the left.
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Fig. S6. Fusarium wilt induced in common bean plants by F. oxysporum f. sp. phaseoli strains
expressing the FTF1 gene. Disease symptoms were measured according to the CIAT scale in plants
inoculated with transformants strains (SP4FTF1.1 and SP4FTF1.2) harboring copies of the native
FTF1 gene (A) or with transformants harboring the FTF1 ORF constitutively expressed by the gpdA
promoter (SP4PgpdA::FTF1.1 to 6) (B). All the transformants were derived from the WV FOP-SP4
strain. (C) Semiquantitative RT-PCR was carried out using RNA extracted from plant hypocotyls at
14 dpi. FOP-SP1 is a HV strain.



Table S1. Growth and sporulation of wild types, knock-out and attenuated
transformants of F. oxysporum.

Growth Sporulation
Strain (mm) (%)

FOP-SP1 71.4+27 8.0 x 10"/mL*

100.0% + 8.7
SP1AFTF2.1 69.7+ 1.3 107.2% + 12.2
SP1AFTF2.2 68.8+1.4 108.0% + 6.7
SP1AFTF2- 69.6+1.0 94.4% + 7.1
FTF2
SP1FTFRNAI 68.4+1.8 94.2% + 6.4
SP1FTFRNAi.2 |73.0+£3.2 103.4% + 4.5
SP1FTFRNAI.4 |73.1+26 104.2% + 6.1
SP1FTFRNAI5 [69.9+25 91.8% £ 5.2
SP1FTERNAI.16 | 72.3+2.9 96.6% * 3.0
4287 68.7+2.1 7.3 x 10"/mL*

100.0% + 7.6
4287FTERNAi |72.0x14 96.9% = 5.0
4287FTERNAI.1 |69.7+0.9 107.8% + 9.6
4287FTERNA;.2 |66.4+ 1.0 103.7% + 5.5
4287FTFRNAi.3 |68.4+0.6 104.2% + 8.5
4287FTFRNAi.4 |65.0+1.9 93.4% + 8.4
4287FTFRNAI5 |67.9+ 1.7 105.7% + 8.4

* The concentration of spores per mL obtained in cultures of the wild types FOP-SP1
and 4287 was used as 100% sporulation for normalization of the concentrations
measured in mutants.



Table S2. Oligonucleotides used in this study

Oligonucleotides  Accesion No. or Oligonucleotides sequence Amplicon
plasmid size (bp)

B285 DQ280313% ATCGTCACTACGCCCGTCCG 300

A5 TGGGTGTGATCTAGTAGGGAAACG

B310User DQ280313% GGGTTTAAUCAGCCATTCATGGATGACATAACGAATTTC 4890

M40AUser GGACTTAAUCTGGGTATGGATGAGTTGGCGAC

FTF1UserF DQ280313% GGGTTTAAUCTAATGACCCTGTTGCTGTA 3290

FTF1UserR GGACTTAAUGATGTCCGGCCATGCCG

InacFTF2-0O1 FOXG_09390° GGTCTTAAUGACAGCGACAACCCAAGCCAAAC 844

InacFTF2-02 GGCATTAAUCCCTGCCCTGCGAGAGAGACAAG

InacFTF2-A3 FOXG_09390° GGACTTAAUATGAAGCCAACAGCGGAAGCC 776

InacFTF2-A4 GGGTTTAAUATATCCTGACCACCACCCAACCC

PhleoF-Apal pJL43-RNA(° GGGCCCCCCCTCGAGGTCGACTCTAG 1492

PhleoR-Scal AGTACTGATATCAAGCTTGCAAATTAAAGCCTTC

PromFTF2User-F FOXG_09390" GGACTTAAUCTTGTCTCTCTCGCAGGGCAGG 4717

TerFTF2User-R GGGTTTAAUAGCGGAGGAATAGAAGGGTGTTGG

RNAIi-U1 pJL43-RNAI‘ GGGTTTAAUCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCG 3406

RNAi-U4 GGTCTTAAUGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCT

SilFTF2F-Ncol FOXG_09390° CCATGGGGACGGATCATCACCTACCTGAGCC 462

SilFTF2R-Ncol CCATGGCGTGTTGGCTTCATGTTGGGATT

RNAi-Userl DQ280313% GGGTTTAAUTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAA 2308

RNAI-User2 GGACTTAAUGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCT

FTF1-F DQ280313% TGTGGTGGCCAGGATATGATG 110

FTF1-R TGCATGCCTGCCTTGACAT

FTF2-F FOXG_09390° ATGCTCACACCCCCACATTCT 108

FTF2-R ATCCCCCAAAGACAAGCTGAC

SGE1-F FOXG_10510° CAGCCGTATCCTTGGCAACTA 101

SGE1-R TGGTTGACTTGCCGTTCCTT

SIX1-F AJ608702% GAGCCGCCTCAATCGCCTG 194

SIX1-R GCCCAAGTTGCGCGATATGTG

SIX6-F ACY39286.1° GCTTTTGCGTGGCGAACCC 102

SIX6-R TTTTCCCGTTGCTGAGATTGCG

EFlalpha-F FOXG_03515" CATCGGCCACGTCGACTCT 144

EFlalpha-R AGAACCCAGGCGTACTTGAA

Actin-F Phvul.011G064500° GAAGTTCTCTTCCAACCATCC 175

Actin-R TTTCCTTGCTCATTCTGTCCG

GS-F FOXG_05182" TGCCAAGGGCTATGGCTACT 97

GS-R CACGGTAAGGGTCAGCGTTAG

M18B DQ280313% CGCCAAAACGCAAGCTCAACTTC 689

M19A GCGAGGGGTGCCGAAACAAAGC

Hph-F pRF-HU* GCGCTTCTGCGGGCGATTTG 549

Hph-R CGGGTTCGGCCCATTCGGAC

PhleoF pJL43—RNAid CCAAGTTGACCAGTGCCGTTCC 291

PhleoR CGCCGATCTCGGTCATGGC

@GeneBank accesion no., ® loci numbers of the genome of F. oxysporum strain 4287, ©©
locus number of the P. vulgaris genome,  plasmids
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1. Objetivos de la investigacion

Entre las familias génicas en expansion en la regidén LS, Lineage-Specific
genomic region, del genoma de F. oxysporum cabe destacar FTF1, gen que codifica un
factor de transcripcion que contiene un dominio de tipo Zn(ll),Cyse exclusivo de
hongos. FTF1 fue primeramente descrito en F. oxysporum f. sp. phaseoli como parte de
un SCAR disefiado para la deteccidon de estirpes muy virulentas en la planta (Alves-
Santos et al., 2002b; Ramos et al., 2007). Existe una relacion entre el nimero de copias
de FTF1 en las distintas estirpes de la forma especial phaseoli con el grado de
virulencia que muestran éstas (de Vega-Bartol et al., 2011).

Por ello, el objetivo principal de este trabajo es analizar la funcidn que despeia
la familia génica FTF, en concreto el factor de transcripcién FTF1, sobre la virulencia,

asi como conocer qué genes estan sometidos a su regulacion.

2. Metodologia

Debido al alto nimero de copias de FTF1 en los genomas de F. oxysporum,
decidimos recurrir a la atenuacion de la expresidon del gen mediante silenciamiento
génico como estrategia alternativa al reemplazamiento génico con el fin de obtener
mutantes alterados en la funcién. La produccion de ARN bicatenario en los
transformantes se produjo mediante la insercién en el genoma de un fragmento de
ADN codificante de FTF1 flanqueado por dos promotores de control constitutivo en
orientaciones opuestas, tal y como se describe en Ullan y colaboradores (2008). El
silenciamiento génico constituye una técnica novedosa para estudios de

transcriptdmica en el complejo de especies F. oxysporum.
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3. Resultados

Los analisis bioinformaticos indican que la familia génica FTF en F. oxysporum se
compone de dos genes: FTF1 y FTF2. FTF2 es un gen muy conservado (>99.7%) en el
genoma de todas las formas especiales estudiadas de F. oxysporum. Ademas, estd
presente en todos los genomas de los ascomicetos filamentosos analizados del
subfilum Pezizomycotina, y ausente en los genomas de levaduras, basidiomicetos,
zigomicetos y quitridiomicetos. El gen FTF1, en cambio, es exclusivo del complejo de
especies F. oxysporum. A diferencia de FTF2, el gen FTF1 se encuentra localizado en
regiones LS del genoma y muestra variabilidad respecto del nimero de copias segun la
estirpe. Dependiendo de la longitud de la secuencia nucleotidica presuntamente

transcrita se puede clasificar en 3 clases: FTF1a, FTF1by FTFic.

Para el estudio funcional del papel de la familia génica FTF sobre la virulencia
fue preciso, en primer término, estudiar la funcionalidad del gen FTF2. Para ello se
procedid a la interrupcién génica de este gen en la estirpe muy virulenta FOP-SP1 de F.
oxysporum f. sp. phaseoli. Los transformantes analizados mostraron una disminucion
leve en su virulencia sobre el hospedador Phaseolus vulgaris en comparacion con la
estirpe silvestre.

A continuacién, y ante la imposibilidad practica de realizar interrupciones
génicas en todas las copias paralogas de FTF1, se generaron transformantes silenciados
en la expresion de la familia génica FTF en la estirpe FOP-SP1 de F. oxysporum f. sp.
phaseoli y en la estirpe 4287 de F. oxysporum f. sp. lycopersici. El primer resultado
significativo obtenido del analisis de estos transformantes es que el silenciamiento
génico es efectivo en el complejo de especies F. oxysporum, siendo la atenuacién de la
expresion de los genes FTF mayor en la forma especial phaseoli que en la forma
especial lycopersici. Los transformantes que expresaban mayor reduccidon en la
expresion de FTF1 en ambas estirpes mostraron una drastica reduccién de la virulencia
sobre el hospedador. La comparacién de la reduccién en virulencia obtenida en los
mutantes alterados en FTF2 y en aquellos atenuados en la expresién de toda la familia
FTF, evidencia que el papel de los pardlogos de FTF1 en la gravedad de sintomas

ocasionados en las plantas infectadas es superior al de la copia de FTF2.
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Sin embargo, la expresion de FTF1 en la estirpe poco virulenta FOP-SP4 de la
forma especial phaseoli no es suficiente para incrementar la virulencia de esta estirpe.
Este dato es el resultado de los ensayos de infeccidn realizados con transformantes de
la estirpe poco virulenta FOP-SP4 que expresaban la copia de FTF1 en la forma especial
phaseoli, denominada phasl14257, homdloga a FOXG_14257 de la estirpe 4287. Los
transformantes correspondientes, tanto con la copia de FTF1 expresada de forma
constitutiva, como la inducida por el propio promotor nativo de este gen, no

mostraron un incremento de virulencia respecto de la estirpe silvestre FOP-SP4.

Los experimentos llevados a cabo para conocer el papel regulador de FTF1
indican que este factor de transcripcion estd implicado en la regulacion positiva de
factores de virulencia, como son los efectores SIX1 y SIX6. Por una parte, las estirpes
de las formas especiales phaseoli y lycopersici, atenuadas en la expresiéon de la familia
génica FTF, mostraron una reduccién en la expresion de los genes codificadores de los
efectores SIX1 y SIX6, asi como del gen codificador del regulador SGE1 en la forma
especial phaseoli. Por otra parte, los transformantes de expresién constitutiva de la
copia phas/14257 de FTF1 en FOP-SP1 incrementaron la expresién de los genes SIX1,
SIX6 y SGE1 en cultivos in vitro, lo que refuerza el papel de FTF1 como regulador

positivo de factores claves en la virulencia de F. oxysporum.

El analisis de imagenes tomadas mediante microscopia laser confocal en la
interaccidn P. vulgaris con F. oxysporum mostrd que los transformantes atenuados en
la expresidn de los genes FTF colonizaban en menor proporcién los haces xilematicos
gue la zona parenquimatica en comparacion con la estirpe silvestre muy virulenta FOP-
SP1, de la que procedian (31,59% frente a 81,06%); asemejandose mas a la
colonizacién efectuada por una estirpe poco virulenta como FOP-SP4, cuya proporcién

de crecimiento en haces xilematicos es del 11,39%.
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4. Conclusiones finales

1. La familia génica FTF (Fusarium Transcriptor Factor) se compone de dos
genes: FTF1y FTF2. FTF2 es un gen bien conservado en copia Unica en los genomas de
hongos ascomicetos filamentosos del subfilum Pezizomycotina. FTF1 es exclusivo de
estirpes muy virulentas del complejo de especies F. oxysporum, presente en un
numero variable de copias alojadas en regiones LS (Lineage Specific) del genoma. El
numero variable de pardlogos de FTF1 se puede clasificar en 3 clases atendiendo a las
caracteristicas estructurales de las presuntas proteinas codificadas: FTFla, FTF1b y

FTFic.

2. Se ha optimizado un método de silenciamiento génico altamente efectivo en
F. oxysporum, sobre todo en las estirpes de la forma especial phaseoli. Este método se
basa en la produccion de ARNs bicatenarios, inductores de silenciamiento, transcritos a
partir de dos promotores que flanquean, en orientaciones opuestas, al fragmento del

gen cuya expresion se pretende atenuar.

3. Los transformantes silenciados en la familia génica FTF en las estirpes FOP-
SP1 y 4287 presentan una acusada reduccién de la virulencia sobre P. vulgaris y S.
lycopersicum, respectivamente. Sin embargo, tanto la expresidn constitutiva como la
expresion inducida por el promotor nativo del gen FTF1 en la estirpe poco virulenta

FOP-SP4, no modifican la virulencia de esta estirpe.

4. El factor de transcripcién FTF1 es un regulador directo o indirecto de los
genes efectores SIX (Secreted in Xylem) SIX1 y SIX6, y del gen regulador SGE1 (Six Gene
Expression 1). La expresion constitutiva de FTF1 en la estirpe FOP-SP1 incrementa la
expresion de SIX1, SIX6 y SGE1; mientras que el silenciamiento de la familia génica FTF
en las estirpes FOP-SP1 y 4287 reduce la expresidn de los genes SIX1 y SIX6, en ambas

formas especiales, y del gen SGE1 en la forma especial phaseoli.
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5. Los transformantes de la estirpe muy virulenta FOP-SP1 silenciados en la
familia génica FTF muestran un patrén de colonizacién de P. vulgaris semejante al

producido por las estirpes poco virulentas.
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Gene Silencing in Fungi

José J. de Vega-Bartol, Vega Tello, Jonathan Nino,
Virginia Casado, and José M. Diaz-Minguez

Abstract

Gene silencing in fungi produces a range of phenotypes based on the dif-
ferent amounts of target mRNA that are degraded by the RNAi machinery
in each transformed strain. Detection of this range of variation when ana-
lyzing groups of transformants requires a fast and sensitive method.
Quantitative or real-time PCR of reverse-transcribed target mRNA is par-
ticularly well suited for this analysis.

Keywords

Silencing ¢ Transformation e Quantitative polymerase chain reaction
Reverse transcription * PCR amplification

Introduction

Since its discovery in Caenorhabditis elegans
[1], dsSRNA-mediated or RNAi silencing has been
widely used in many organisms, including fungi,
for gene functional analysis [2]. A main feature
of RNAI in fungi is the range of phenotypes that
can be observed in silenced or knock-down trans-
formants [3-5] as a consequence of the variable
reduction in the amount of target RNA. The tran-
script abundance has to be quantified to demon-
strate that gene silencing is the underlying
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mechanism leading to the phenotypic effect.
Real-time quantitative polymerase chain reaction
(RT-gPCR) is the method of choice for the expres-
sion analysis of a limited number of different
samples. Among its advantages are the low tem-
plate input required, due to the high sensitivity of
the method, and the high resolution, as small dif-
ferences in expression between different trans-
formants and the control can be measured. In
addition, it is less time-consuming and cumber-
some than other methods, such as Northern anal-
ysis, and the cost per sample is relatively low.
RT-gPCR is a combination of two steps: (1)
reverse transcription from RNA to cDNA, fol-
lowed by (2) PCR amplification of the cDNA and
quantification of the amplification products in
real time. There are different commercially avail-
able procedures to obtain a fluorescent signal
from the synthesis of product that could be mea-
sured by real-time PCR instruments [6].
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Quantitative detection of cDNA transcribed from
the RNA template involved in gene silencing can
be obtained using a fluorescent nucleic acid dye
as SYBR Green or EvaGreen, which undergo a
conformational change after binding to double-
stranded DNA that results in an increase in
fluorescence.

Individual qPCR reactions are characterized
by the PCR cycle at which fluorescence, which is
proportional to the amount of DNA produced in
each PCR cycle, rises above a defined threshold,
a parameter known as the threshold cycle (C) or
crossing point (C)- The more the target there is
in the starting material, the lower the C. Measured
variation is caused by both true biological varia-
tion and technical factors resulting in non-specific
variation [6, 7]. Therefore, C, values must be nor-
malized against the initial concentration in each
sample to correct for variability associated with
the various steps of the experimental procedure,
such as differences in the template input quantity
and quality, yields of the extraction process and
enzymatic reactions, and differences in the over-
all transcriptional activity of the cells analyzed.
Once the C, is measured there are two methods to
quantify the amount of target DNA: the absolute
quantification method calculates the amount of
target DNA in the reaction by interpolation in a
calibration curve that relates C, to known amounts
of template DNA; the relative quantification
method compares the C, of the target DNA with
that of an endogenous control, which should be
cDNA obtained from a steadily transcribed gene.
Absolute quantification is required when a pre-
cise determination of the amount of amplicon is
desired, for example for the calculation of fungal
biomass in a host, but relative quantification is
simpler and informative enough to characterize
expression of silenced genes in fungi. Among the
several normalization methods proposed [8], the
use of expression of reference genes is currently
preferred, because they are internal controls that
are affected by all sources of variation during the
experimental workflow in the same way as the
genes of interest. However, a major problem is
that silencing may produce unexpected altera-
tions of important pathways involving down or
upregulation of commonly used endogenous

J.J. de Vega-Bartol et al.

genes. Therefore, the assessment of the expres-
sion stability of the gene(s) to be used as internal
controls, under the experimental conditions
employed, prior to its use for normalization is of
paramount importance [9]. Some authors strongly
recommend using several endogenous genes in
parallel [10] to avoid the problems generated by
RNAI side effects in gene expression.

One of the relevant aspects to take into account
when designing RT-qPCR analysis of putatively
silenced genes is primer design. During RNAi the
RNA-induced silencing complex (RISC) cleaves
the target mRNA sequence in the region comple-
mentary to the dSRNA [11]. Complete nucleolytic
degradation of the resulting fragments is not
always guaranteed, which might result in varia-
tions of the measured expression depending on
the primer binding positions [12]. Thus,
quantification of target mRNA may lead to differ-
ent results depending on the pair of primers
selected.

Software tools' and mathematical models have
been developed to improve the accuracy and preci-
sion of RT-qPCR. A de facto standard is the AAC,
method [13, 14] based on a mathematical method
[15] dependent on cycle threshold (C) values and
amplification efficiencies, and lately improved to
include multiple reference genes [10]. Efforts have
focused on the improvement of the determination
of amplification efficiency because it is a known
source of errors [16], and considering a fixed
efficiency value is not acceptable. PCR efficiency
could be achieved by standard curves, but novel
quicker methods based on regression analysis of
the PCR reaction kinetics after gPCR [17] lead to
reproducible efficiency values [18].

Each step of the experimental workflow should
be meticulously standardized to avoid introduc-
ing undesirable variation in the results that can-
not be eliminated by applying the final
normalization. Reverse transcription is awkward.
Comparative results demonstrate that different
RNA quantification methods produce different
data and it is prudent to measure all samples

'Check www.gene-quantification.info for examples and
download links.
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using the same technique [19]. Absence of pro-
teins, DNA contamination and inhibitors, and
RNA integrity have to be determined. Moderately
degraded RNA samples can be reliably analyzed
and quantitated, as long as amplicons are kept
short (<250 bp) and expression is normalized
against a reference gene [20, 21]. DNA contami-
nation within the RNA and cDNA samples can be
respectively checked by the absence of
amplification and the right size product after PCR
amplification of a known gene containing an
intron. Reverse transcription yields depend on
the target, the reverse transcriptase enzyme, prim-
ing strategy, and experimental conditions. Also,
the use of random primers, oligo(dT) or gene-
specific primers has to be studied in each case
[6]. Each approach has advantages and no strat-
egy always works better [22, 23].

The PCR amplification step is remarkably
reproducible under optimal conditions. As stated
before, primer design is quite important but recent
trends toward high throughput have resulted in a
reduction of the need to optimize primer concen-
tration [6]. However, optimization of primer con-
centration can significantly improve sensitivity.
Melting curve analysis is a single step after
amplification, and consists in a slow decrease of
temperature that causes the melting of amplicons.
The melting temperature (7)) is characteristic of
the size and nucleotide composition of the PCR
product: those longer and richer in G/C content
melt at higher temperatures. Melting causes a loss
of fluorescence that is quantified and represented
as a melting peak by calculating the first negative
derivate of the fluorescence. These peaks provide
the same information as DNA band visualization
in an electrophoresis gel, such as the number of
different amplicons obtained by reaction.
However, routine visualization of RT-qPCR prod-
ucts in agarose gels is still recommended.

Finally, we advise reading and adhering to the
recommendations proposed in the Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-
Time PCR Experiments (MIQE) [24, 25], which
is a set of guidelines that describes the minimum
information necessary for evaluating RT-qPCR
experiments and ensuring the integrity of the
scientific literature.
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Materials
Isolation of RNA

RNase-free 1.5-mL tubes and barrier tips.
Liquid nitrogen.

Mortar and pestle.

Commercial tri-reagent, such as Invitrogen
Trizol Reagent.

DEPC-treated water.

Chloroform (trichloromethane).

Isopropanol (2-propanol).

Absolute ethanol.
3 M Sodium
CH,COONa).

10. 1.5-mL tubes centrifuge.

11. Speed vac or desiccator connected to
vacuum.

b

R

acetate (NaOAc or

Determination of RNA Concentration
and Quality

1. Nanodrop spectrophotometer.

2. DEPC-treated water and distilled water.

3. Agarose gel electrophoresis reactives (aga-
rose, TAE buffer, etc.) and equipment. Check
specific protocols.

DNase Treatment

RNase-free DNase 1.

DNase kit buffer.
RNase-free water.

DNase inactivator.

0.2-mL RNase-free tubes.
Thermocycler or water bath.

SNk L=

cDNA Synthesis

Random hexamers or oligo(dT)n primers.
RNase-free water.

cDNA synthesis kit buffer.

DTT.

dNTP mix.

hAEE ol S
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6. Reverse transcriptase.

7. RNase activity inhibitor  (Invitrogen
RNaseOUT or Roche Protector RNase
Inhibitor).

8. Thermocycler.

gPCR Quantification and Analysis

. Gene-specific oligonucleotides.

. SYBR Green reagent.

. Molecular biology grade water.

. RT-qPCR thermocycler.

. Programs LinRegPCR, geNorm, and Microsoft
Excel.

| O R

Methods

Reverse Transcription from RNA
to cDNA

Isolation of RNA

In fungi, Tri-reagent>-based protocols generally
provide a better yield than column-based meth-
ods. All the handling steps have to be done plac-
ing the tubes in ice. Use RNase-free consumables
and barrier tips.

1. Grow the untransformed wild-type strain and
several transformed strains in appropriate
liquid medium. Previously, verify plasmid
insertion into the transformant genome by
PCR amplification of the promoter and a part
of the target gene. Centrifuge the culture,
wash the tissue (mycelia, spores, etc.) with
distilled water, and centrifuge to eliminate
the remaining liquid before freezing the sam-
ples under in liquid nitrogen. Samples may
be stored at —80 °C until processing.

2. Remove fungal samples from the —80°C
freezer and grind 100 mg of mycelia with
mortar and pestle. Add liquid nitrogen and
grind to obtain a fine dust.

’For example Invitrogen Trizol Reagent. Cat. Number:
15596-026. http://products.invitrogen.com/ivgn/
product/15596026.
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3. Place the ground material in a 1.5-mL tube
and add 1 mL of Tri-reagent.

4. Repeatedly pipette to obtain a homogeneous
suspension. Place the tubes on ice.

5. Add 0.2 mL of chloroform, shake gently sev-
eral times and incubate for 5-10 min.

6. Centrifuge at 4°C for 15 min at 12,000xg,
and transfer the supernatant to a fresh
tube.

7. Add 0.5 mL of cold isopropanol and precipi-
tate RNA for 10 min at room temperature.

8. Centrifuge at 4°C for 8 min at 12,000xg.

9. Remove the liquid phase with a micropipette,
being careful not to disturb the pellet. Allow
the pellet to dry for 5-10 min in a fume
hood.

10. Dissolve the pellet in 0.4 mL of DEPC-
treated water pipetting up and down.

11. Add 0.8 mL of cold phenol to precipitate
remaining contaminations, shake by hand
several times, and incubate 5—-10 min in ice.

12. Centrifuge at 4°C for 15 min at 8,000xg and
transfer the supernatant to a fresh 1.5-mL
tube.

13. Add 2.2 volumes of cold absolute ethanol
and 0.1 vol of 3 M NaOAc to precipitate the
nucleic acids. Incubate at —20°C (the longer
the better). This is a good stopping point.

14. Centrifuge at 4°C for 20 min at 12,000xg.

15. Remove the remaining liquid with a micropi-
pette, being careful not to disturb the pellet It
is not necessary to remove all of the
supernatants.

16. Wash the pellet with 70% ethanol.

17. Centrifuge being careful not to disturb the
pellet for 5 min at 8,000xg.

18. Remove the remaining liquid with a micropi-
pette. Dry the pellet in speed vac for 5—-10 min
until dry.

19. Dissolve the RNA pellet in 50 pL of DEPC-
treated water.

Determination of RNA Concentration

and Quality

It is very important to assess the quality of the
RNA samples and accurately measure the RNA
concentration. For both purposes convenient
absorbance readings may be obtained from very


http://products.invitrogen.com/ivgn/product/15596026
http://products.invitrogen.com/ivgn/product/15596026
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small volumes by

spectrophotometer.

1. For an accurate measurement heat the
RNA for 5-10 min at 55°C to completely
resuspend it.

2. Set the Nanodrop to zero with 1 pL of distilled
water. Configure the system for RNA mea-
surements and measure 1 pL. of DEPC-treated
water as blank. Use 1-2 pL of each undiluted
RNA sample. Clean the pedestal after measur-
ing each sample. Measurement of blank sam-
ples between RNA samples is not needed. In
nanodrop measurements, a ratio of absor-
bances at 260/280 nm around 2 is accepted as
pure RNA. Lower values indicate the pres-
ence of proteins, phenol, or other contami-
nants. The ratio at 260/230 nm has to be higher
than the previous 260/280 nm one for pure
RNA. Values over 2.2 or less than 1.8 indicate
the presence of contaminants. In agarose gels,
intact RNA is observed as two bands around 2
and 4 kb corresponding to 18S and 28S ribo-
somal RNA, respectively. The degraded RNA
appears as a lower molecular weight smear.

3. Visualize your RNA sample by agarose gel
electrophoresis in 1% gels. Dilute 1 g of aga-
rose in 100 mL of TAE or TBE buffer.? Heat at
70°C for 10—15 min a sample containingl pug
of RNA (Optional: mix it with 0.5 vol of form-
aldehyde loading dye before loading on the
gel well).

using a Nanodrop

DNase Treatment
DNA traces that may be present in the RNA sam-
ples should be removed by means of a DNase
treatment. It is best to use a procedure that does
not require phenol/chloroform extraction, heat-
ing or addition of EDTA. The quantities given
allow the amplification of ten target/endogenous
genes with three replicates per run (30rx).

1. Transfer a volume of sample containing 2 pug
of RNA to a fresh 0.2-mL PCR tube. Add
water for a final volume of 44 plL. Use the
same amount of total RNA in each reaction.

*Optional: the addition of formaldehyde denatures the
high secondary structure of the RNA molecule for a clear
visualization.
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2. Prepare a master mix with 5 puL of 10x Buffer
and 1 pL of DNase per sample.

3. Add 6 pL from the master mix to each sample
tube to sum up 50 plL.

4. Incubate at 37°C in a thermocycler for
30 min.

5. Add 5 pL of DNase inactivator reagent to each
tube and incubate during 5 min at room
temperature.

6. Centrifuge for 1.5 min at 10,000xg and room
temperature. Proceed immediately with the
cDNA synthesis.

cDNA Synthesis

The following information is for Roche

Transcription High Fidelity cDNA Synthesis kit*

(kit A) and Random hexamers. Differences when

using Oligo(dT)n or other common kits such as

Invitrogen Supercript III Reverse Transcriptase®

(kit B) are indicated in each step.

1. Transfer 37.6 pL from the aqueous phase
obtained in step 1.3.6 to a fresh 0.2-mL PCR
tube.

2. Add 8 pL of Random hexamers and denature
the mixture by heating the tube for 10 min at
65°C in a thermocycler. Also, set a program in
the thermocycler that immediately cools the
tubes to 4°C.

e Random hexamers primered RT showed a
smaller yield than other options in con-
trolled experiments. However, for silenced
gene expression analysis, oligo(dT)n
should only be used with intact RNA or
experiments that require examination of
splice variants. In that case, use 4—8 uL of
oligo(dT)n (complete with water until
8 uL).

“Roche cat. Numbers: 05081955001/05091284001/05081
963001. http://www.roche-applied-science.com/proddata/
gpip/3_6_8_39_1_3.html.

’Invitrogen cat. Numbers: 18080-093/18080-044/18080-
085. http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-
and-Services/Applications/Nucleic-Acid-Amplification
-and-Expression-Profiling/Reverse-Transcription-and-
cDNA-Synthesis/RT___cDNA_Synthesis-Misc/
SuperScript.html.


http://www.roche-applied-science.com/proddata/gpip/3_6_8_39_1_3.html
http://www.roche-applied-science.com/proddata/gpip/3_6_8_39_1_3.html
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Table 22.1 Quantities per
tube for preparing a master

mix for cDNA synthesis. Bulffer

Kit A: Roche Transcription DTT

High Fidelity cDNA dNTP mix

Synthesis kit. Kit B: Reverse transcriptase
Invitrogen Supercript 11T Inhibitor

Reverse Transcriptase

J.J. de Vega-Bartol et al.

Kit A Kit B

16 16

4 4

8 Previously added
4.4 4

2 (Protector RNase Inhibitor) 4 (RNaseOUT)
344 28

Table 22.2 Conditions for cDNA synthesis. Kit A: Roche Transcription High Fidelity cDNA Synthesis kit. Kit B:

Invitrogen Supercript III Reverse Transcriptase

Random hexamers Oligo(dT)

Kit A Kit B Kit A Kit B
Preincubation 29°C for 10 min 25°C for 5 min - -
Elongation 48°C for 60 min 50-55°C for 60 min 45-55°C for 30 min 50-55°C for 60 min
Inactivation 85°C for 5 min 70°C for 15 min 85°C for 5 min 70°C for 15 min
Cooling 4°C less than 2 h. Store it at —20°C until 6 months

e For kit B use the same quantities of primers
and also add 4 pL from the dNTP mix and
6.4 uL of water.

3. Prepare a master mix with the quantities per
tube that are shown in Table 22.1. Add 34.4 puL.
(or 28 umL) to each tube for a final volume of
50 pL.

4. Set up the conditions shown in Table 22.2 in
your thermocycler of choice according to the
kit used.

5. PCR amplification of synthesized cDNA and
quantification of the amplification products in
real time.

Quantitative Polymerase Chain Reaction
In this example, we expect the simultaneous
silencing of two highly similar transcription fac-
tors [26-28]. The wild-type strain and five trans-
formed strains will be analyzed by using three
sets of primers for the 5', central and 3’ regions of
each of the target genes, and 4 endogenous genes.
Also, controls for primer contamination and RNA
contamination will be included. Our qPCR equip-
ment accepts 96rx plates, so three plates will be
needed. Also, a calibrator (a common sample) for
each gene must be included in all the plates to
allow later normalizing for interplate variation.

Place the tubes on ice during the whole pro-
cess. Keep SYBR Green that contains reagents in
darkness.

1. Mix 1,344 uL of 2X SYBR Green Buffer with
591.36 pL of water in a 2-mL tube and vortex.
Mix 5 puL of 2x Buffer with 3.2 pL of water
for each reaction and add a 5% more to the
final volume to prevent high volumes pipetting
deviation.

2. Place six 1.5 mL tubes on ice. Mark them

1 to 6. Transfer 648 pL (90rx) to the first tube
(1) and 216 pL (30rx) to the other (2 to 6). Set
two tubes for the negative controls and mark
them. Transfer 72 puL (10rx) and 43.2 pL (6rx)
to each of them.

3. Add 180 pL of wild-type cDNA (RT product)

to the first tube (1) and 60 pL of each of the
five transformants to the other tubes (2 to 6).
Add 20 pl and 4.8 pL of water to the respec-
tive negative controls. Always add cDNA
before primers even if the number of samples
is higher than the number of primers. Use 2 uLL
of RT product per reaction.

4. Place 30 tubes (3 columns and 10 rows) in a

rack on ice and mark them 1 to 30. Add 27.6 uLL
from tubes 1, 2 and 3 to each tube of the first,
second and third rack columns, respectively.

5. In ten new tubes mix 12 uL of forward and

reverse 10 uM primers of each set. Add 2.4 uL.
of the primers mix to the three tubes of each
row. Three tubes in the first row from the first
primer tube, second row from the second
primer, etc.
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6. Centrifuge the tubes for 1 min at 12,000xg.
Place all the tubes on ice in darkness.

7. Mix by pipetting. Pipette 9 pL in three con- 2.

tiguous wells and discard the rest. If you fol-
lowed the numerical order, the first 3 wells
will containing the tube 1 mix which corre-
sponds with the first sample and first primer,
the next 3 wells will contain the tube 2 which

corresponds with the second sample and the 3.

second primer, and so on, as indicated in the
previous schema. Pipetting 9 pL instead of
10 uLL will prevent a smaller volume in the last
well by previous-steps pipetting errors.

8. In the last plate, pipette 9.2 uL from the first
negative control tube (10rx) in 10 contiguous
wells. Add 0.8 puL form the first primer mix-
ture in the first well and so on. Pipette 8 uL.

from the second negative control tube (6rx) in 4.

6 contiguous wells. Add 2 pL. of RNA extrac-
tion of the first sample (wild-type) in the first
well and so on.

(1-40/45) and the first two columns for the
gene and sample information.

With the Excel program running, start the
LinRegPCR (http://www.hartfaalcentrum.nl/
index.php?main=files&sub=0) program [17].
Select the Excel workbook with the
fluorescence raw data and appropriate range
of rows and columns.

Determine the baselines. Select Amplicon
group for group-based window-of-linearity and
open the Amplicon Groups tab. Make a group
for each amplicon according to the information
in the first two columns. If you place the gene
information in the first column, select “base
groups on 1% part of the sample name from the
front” and press Group Samples and Set W-o-L
(Window of linearity) per group.

Save the results in the Excel workbook. You
should have an average PCR efficiency value
(column N) for each gene (group).

9. Briefly centrifuge the qPCR plate and load it Data Normalization
in the thermocycler. Set up the appropriate 1. Prepare a new Excel workbook with the aver-

program.

Data Analysis

Determine PCR Efficiency from RAW Data

1. Export the fluorescence raw data (not the C,
values) without baseline correction. Import
the data in an Excel workbook. In most cases®
raw data can be exported as a text or cvs file

age C, and standard deviation for each combi-
nation of sample and gene. Values for each
three replicas should be homogeneous, other-
wise discard the value that clearly deviates
from the other two. Place genes in the columns
and strains (samples) in the rows. In our exam-
ple that would make for 6 rows and 10 col-
umns (plus headers). Also, insert the previous
efficiency value of each gene into the new
Excel workbook.

that can be imported in Excel using the import 2. Calculate the ratio (R) between two plates of

wizard. Set a sample per row and the
fluorescence values for each cycle in columns.
Keep the first row for the cycle numeration

)Reference plate

R=(averageC,

the average Cs for each gene in the calibrator
(wild-type sample). You can accept variations
lower than 3% (1.03>R >0.97).

N (average C: - )Olherpla(e

3. Calculate the ratio (R) between two plates of 4. Calculate for each gene the difference (AC)

the average Cs for each gene in the calibrator
(wild-type sample). You can accept variations
lower than 3% (1.03>R _>0.97).

°For Roche Lightcycler 480 there is an import tool avail-
able in http://www.hartfaalcentrum.nl/index.php?main=
files&sub=0

between the average C, of a transformant and
the wild-type strain, repeat it with the other
transformants. Calculate also the AC, of the
wild-type strain, which must be 1. For each
AC, also calculate the error (E) of the two
respective deviations.


http://www.hartfaalcentrum.nl/index.php?main=files&sub=0
http://www.hartfaalcentrum.nl/index.php?main=files&sub=0
http://www.hartfaalcentrum.nl/index.php?main=files&sub=0
http://www.hartfaalcentrum.nl/index.php?main=files&sub=0

286

ACR . =average Ct‘ —average CW

ample n, gene r ~type, gene m

0.5
_ 2 2
Esample n,genem ((SDAamp]e n, genem ) + (SDwi]dflype, gene m ) )

Validate Reference Genes

1. Prepare a new Excel workbook with the AC,
for each combination of sample and (only)
endogenous gene. Place genes in the columns
and strains in the rows.

. Open geNorm plugin (http://medgen.ugent.
be/~jvdesomp/genorm/) in a new Excel. Load
the previous table with AC, values. Press
Calculate. Check the result matrix and discard

RQsample n, target gene i = EfflCIenCYmrgel genei(ACl

sample n, target gen

T (
sample n, target gene i ((Esamplen,largel genei) samplen, endogenous gene 1

Y +--+(E
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any endogenous gene with a stability value
(M) higher than 1.5.

Quantify Relative Expression

Values

1. Check that your Excel workbook includes the
efficiency values of all the genes, the AC, and
prolongated error of all the gene and sample
combinations, and that unstable endogenous
genes have been discarded.

2. Calculate the relative expression of a target
gene with respect to the calculated mean of
the endogenous genes for each of the samples.
For each relative expression value, calculate
the expanded error (EE) of the AC, (target
gene and n endogenous genes).

X i . .
. ) - H (EfflCIenCyendogenous gene j (Aclsample. endogenous gene j ))

0.5
y)
sample n, endogenous gene j

3. Calculate the minimum and maximum rela-
tive expression considering the relative
expression error (EE).

RQmax\umpk.. target gene = EfﬁClencylm‘gﬂ genei (ACR.\W.....W senei

RQ,.... ... =Efficiency,,...(AC

t

ample n, target gene i sample n, trget gene i

. i) e
+ EE sample n, target gene i )> H (EfflClenCyendngem\us gene j (Actwplc_md(,g‘.m,w‘.,‘“ ))

i j . .
- EEmmple n, target gene i )> H (Efflmencyendogenous genej (Aclwm.mmww gene ))

4. Express the result as a value and a range in the

Form RQ, s ere RQ M RQ
minsample‘ argel gene). Notice that though wild-type
relative expression is 1, its EE is not 0, so its
expression can also show a range of values.

. dsRNA-mediated silenced transformants should
show a clear reduction of the relative expres-
sion of the analyzed gene with respect to the
wild-type strain. Analyze the results obtained
for each gene expression separately, as it is
likely that results vary depending on the primer
binding place in the target mRNA. If the results
obtained when using a certain set of primers
show a higher expression in the putative
silenced strains than in the wild-type strain dis-
card them, as it can be the result of incomplete
degradation of the flanking mRNA regions.

References

1. Fire A, Xu S, Montgomery MK, Kostas SA, Driver
SE, Mello CC (1998) Potent and specific genetic
interference by  double-stranded RNA in
Caenorhabditis elegans. Nature 391:806-811

2. Salame TM, Ziv C, Hadar Y, Yarden O (2011) RNAi
as a potential tool for biotechnological applications in
fungi. Appl Microbiol Biotechnol 89:501-512

3. Liu H, Cottrell T, Pierini L, Goldman W, Doering T
(2002) RNA interference in the pathogenic fungus
Cryptococcus neoformans. Genetics 160:463—470

4. Ngbé H, Tschudi C, Gull K, Ullu E (1998) Double-
stranded RNA induces mRNA degradation in
Trypanosoma brucei. Proc Natl Acad Sci U S A
95:14687-14692

5. Janus D, Hoff B, Hofmann E, Kiick U (2007) An
efficient fungal RNA-silencing system using the
DsRed reporter gene. Appl Environ Microbiol
73:962-970



22

Quantitative PCR Analysis of Double-Stranded RNA-Mediated Gene Silencing in Fungi

287

6

9

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

. Nolan T, Hands RE, Bustin SA (2006) Quantification
of mRNA using real-time RT-PCR. Nat Protoc
1:1559-1582

. Bustin SA (2002) Quantification of mRNA using real-
time reverse transcription PCR (RT-PCR): trends and
problems. J Mol Endocrinol 29:23-39

. Thellin O, EIMoualij B, Heinen E, Zorzi W (2009) A
decade of improvements in quantification of gene
expression and internal standard selection. Biotechnol
Adv 27:323-333

. Vandesompele J, Kubista M, Pfaffil M (2009)

Reference gene validation software for improved nor-

malization. In: Logan J, Edwards K, Saunders N (eds)

Real-time PCR: current technology and applications.

Caister Academic, Norwich, pp 47-64

Vandesompele J, De Preter K, Pattyn F, Poppe B, Van

Roy N, De Paepe A et al (2002) Accurate normaliza-

tion of real-time quantitative RT-PCR data by geo-

metric averaging of multiple internal control genes.

Genome Biol 3(7):research0034.1-research0034.11

Elbashir SM, Harborth J, Lendeckel W, Yalcin A,

Weber K, Tuschl T (2001) Duplexes of 21-nucleotide

RNAs mediate RNA interference in cultured mamma-

lian cells. Nature 411:494-498

Van Maerken T, Mestdagh P, De Clercq S, Pattyn F,

Yigit N, De Paepe A et al (2009) Using real-time

gPCR to evaluate RNAi-mediated gene silencing.

In: BioTechniques protocol guide 2009. p. 47.

Biotechniques, NY, USA. DOI: 10.2144/000113006

Schmittgen T, Livak K (2008) Analyzing real-time

PCR data by the comparative CT method. Nat Protoc

3:1101-1108

Livak K, Schmittgen T (2001) Analysis of relative

gene expression data using real-time quantitative PCR

and the 2AACT method. Methods 25:402-408

Pfafi MW (2001) A new mathematical model for

relative quantification in real-time RT-PCR. Nucleic

Acids Res 29:e45

Ramakers C, Ruijter J, Deprez R, Moorman A (2003)

Assumption-free analysis of quantitative real-time

polymerase chain reaction (PCR) data. Neurosci Lett

339:62-66

Ruijter J, Ramakers C, Hoogaars W, Karlen Y,

Bakker O, van den Hoff M et al (2009) Amplification

efficiency: linking baseline and bias in the analysis

of quantitative PCR data. Nucleic Acids Res
37(6):e45

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

Nordgard O, Kvalgy JT, Farmen RK, Heikkild R
(2006) Error propagation in relative real-time reverse
transcription polymerase chain reaction quantification
models: the balance between accuracy and precision.
Anal Biochem 356:182-193

Huggett J, Dheda K, Bustin S, ZumLa A (2005) Real-
time RT-PCR normalisation; strategies and consider-
ations. Genes Immun 6:279-284

Fleige S, Pfaffl MW (2006) RNA integrity and the
effect on the real-time qRT-PCR performance. Mol
Aspects Med 27:126-139

Antonov J, Goldstein DR, Oberli A, Baltzer A, Pirotta
M, Fleischmann AR et al (2005) Reliable gene expres-
sion measurements from degraded RNA by quantita-
tive real-time PCR depend on short amplicons and a
proper normalization. Lab Invest 85:1040-1050
Nolan T, Bustin SA (2004) Pitfalls of Quantitative
Real-Time Reverse-Transcription Polymerase Chain
Reaction. J Biomol Tech 15:155

Stahlberg A (2004) Properties of the Reverse
Transcription Reaction in mRNA Quantification. Clin
Chem 50:509-515

Bustin S, Benes V, Garson J, Hellemans J, Huggett J,
Kubista M et al (2009) The MIQE guidelines: mini-
mum information for publication of quantitative real-
time PCR experiments. Clin Chem 55:611

Bustin S, Beaulieu J, Huggett J, Jaggi R, Kibenge F,
Olsvik P et al (2010) MIQE precis: Practical imple-
mentation of minimum standard guidelines for
fluorescence-based quantitative real-time PCR experi-
ments. BMC Mol Biol 11:74

Ramos B, Alves-Santos FM, Garcia-Sdanchez MA,
Martin-Rodrigues N, Eslava AP, Diaz-Minguez JM
(2007) The gene coding for a new transcription factor
(ftf1) of Fusarium oxysporum is only expressed dur-
ing infection of common bean. Fungal Genet Biol
44:864-876

de Vega-Bartol JJ, Martin-Dominguez R, Ramos B,
Garcia-Sanchez MA, Diaz-Minguez JM (2011) New
virulence groups in Fusarium oxysporum f. sp. phase-
oli: the expression of the gene coding for the tran-
scription factor fifl correlates with virulence.
Phytopathology 101:470-479

Alves-Santos F, Ramos B, Garcia-Sdnchez MA,
Eslava AP, Diaz-Minguez JMA (2002) DNA-based
procedure for in-planta detection of Fusarium oxyspo-
rum f. sp. phaseoli. Phytopathology 92(3):237-244






‘Resumen-







Tercera publicacion

El objetivo del presente capitulo es exponer un protocolo util para calcular de
una manera precisa la cantidad de ARNm que es degradado debido al silenciamiento
por medio de ARNi en hongos filamentosos.

La principal caracteristica de los transformantes silenciados en hongos es el
amplio rango de fenotipos que pueden ser observados debido a una reduccién variable
de la cantidad de ARNm diana. La deteccién del rango de variacion del transcrito
reverso de la molécula de ARNm requiere un método muy sensible como lo es el
método de PCR a tiempo real, también llamado PCR cuantitativa (qPCR).

Este método es preferible al analisis Northern Blot y a la tecnologia de
microarrays cuando se quiere analizar la expresiéon de un niumero limitado de muestras
en las que las diferencias de expresiéon son pequefias, como es el caso que nos ocupa,
debido a la eficiencia, sensibilidad, rapidez y a un relativo bajo coste.

El método de PCR cuantitativa con transcriptasa inversa (RT-qPCR) incluye dos
etapas principales. La primera, la obtencién de ADNc a partir de una extraccién de ARN
total. La segunda, la técnica de gPCR propiamente dicha: la amplificacion de ADNc vy la
correspondiente cuantificaciéon del amplicon obtenido en cada ciclo, interpretando los

datos de medida que ofrece el programa utilizado.

Transcripcion reversa desde ARN para la obtencion de ADNc

Hasta la fecha de publicacién del presente capitulo el procedimiento mas
utilizado para el aislamiento de ARN total en hongos es el protocolo basado en el
método Tri Reagent®, en contraposicién a los métodos basados en mini-columnas de
purificacidon. El protocolo incluye los pasos de homogeneizacién del tejido, adicidon del
reactivo Tri-Reagent y obtencién de una mezcla uniforme, que tras la adicién de
cloroformo y centrifugado puede separarse en tres fases: una organica de color rojo
que contiene proteinas, una interfase que contiene ADN y una fase acuosa superior
incolora que contiene ARN. Los siguientes pasos del protocolo corresponden a lavados
y precipitacidn de acidos nucleicos con el fin de obtener una solucién de ARN en agua

Milli-Q tratada con DEPC 1% (V/V) lo mas pura posible.
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Para la completa resuspension del acido nucleico es necesario calentarlo entre
5y 10 minutos a 55°C. Tras ello, es imprescindible cuantificar la concentracién, pureza
y calidad del ARN. Utilizando un espectrofotémetro Nanodrop™ podemos conocer la
concentracién y pureza utilizando pequefios volimenes (1 pL) de muestra, mientras
que realizando una electroforesis en geles de agarosa (1% m/V) podemos comprobar
su calidad al observar dos bandas de un peso alrededor de 2 y 4 Kb que corresponden

a ARN ribosomal 18S y 28S respectivamente.

En la extraccidén es necesario realizar un tratamiento con ADNasa para eliminar
cualquier traza de ADN que pudiera interferir en la PCR a tiempo real. El tratamiento
consta de una incubacién de la muestra junto con la enzima ADNasa durante 30
minutos a 37°C y su posterior inactivacion mediante un inhibidor de ADNasa. Por
ultimo, para comprobar que no existe contaminacion por ADN se recomienda
amplificar un gen control mediante PCR convencional y comprobar que tal

amplificacién no ha ocurrido.

La sintesis de ADNc propiamente dicha puede realizarse mediante una gran
variedad de kits comerciales, entre los que destacamos el kit de Roche Transcription
High Fidelity ¢cDNA Synthesis kit e Invitrogen Supercript Il Reverse Transcriptase.
Ambos kits funcionan bien con muestras de ARN total de hongos filamentosos.
Comparten un protocolo similar: fase de preincubacién, en el caso que se usaran
hexameros aleatorios como cebadores en lugar de oligonucledtidos poli-dT; fase de
elongacion, con una duracion de 60 minutos y temperatura de 48-55°C; fase de
inactivacion de enzima transcriptasa mediante calor y, por ultimo, una fase de

enfriamiento a 4°Cy posterior conservacién a -20°C.

PCR a tiempo real

La PCR cuantitativa (qPCR) se basa en la deteccién a tiempo real de un amplicén

generado por PCR, utilizando un marcador fluorescente de acidos nucleicos, como es
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por ejemplo el marcador SYBR Green, cuya conformacién molecular cambia al unirse a
la doble cadena de ADN resultando en un incremento de fluorescencia.

Cada reaccion de qPCR se caracteriza por el ciclo en que la fluorescencia, que es
proporcional a la cantidad de ADN producido en cada ciclo de PCR, se eleva por encima
de un umbral definido, pardmetro denominado ciclo umbral (Ct). Por tanto, cuanto
mayor sea la cantidad de ADN de partida menor sera el ciclo umbral, y viceversa. Para
una correcta medicién de los valores de Ct que reflejen solamente una variacién
bioldgica es necesario normalizarlos frente a la concentracion de ADNc inicial en cada
muestra, con el fin de corregir la variabilidad asociada con diferentes pasos del
procedimiento experimental, como pueden ser el rendimiento de extraccion de ARN y
las diferencias en la actividad transcripcional de las células analizadas.

Existen dos métodos para cuantificar la cantidad de ADN molde: cuantificacion
absoluta, interpola el Ct calculado de la muestra en una curva de calibracién que
relaciona ciclos umbrales con concentraciones fijas de ADN; y cuantificacién relativa, la
gue nos ocupa y que relaciona el Ct del ADNc del gen en estudio con el de un gen
enddgeno (transcrito de manera constante).

Un aspecto importante a tener en cuenta es el disefio de cebadores que se van
a utilizar para la amplificacién en una PCR cuantitativa. Estos cebadores deben de
amplificar un fragmento aproximadamente de entre 100 y 150 pb, sin exceder de 250
pb. Es importante conocer los rangos de eficiencia de cada pareja de cebadores para

asegurar una correcta cuantificacién de la expresion génica.

La reaccion de PCR cuantitativa incorpora los mismos reactivos que una PCR
convencional (Buffer, dNTPs, cebadores, ADN molde, enzima polimerasa) ademas de
un marcador de acidos nucleicos, como puede ser el SYBR Green. Estos marcadores
son fotosensibles, por lo que se recomienda el manejo en condiciones de oscuridad y
frio. Por lo general los equipos para desarrollar esta técnica cuentan con una base
metdlica para llevar a cabo las reacciones en una placa 96 pocillos (9 filas x 12
columnas). Recomendamos realizar cada reaccidon por triplicado vy, si es necesario,
utilizar mas de una placa multipocillo y la inclusién de un calibrador (una muestra
comun) por cada gen en cada placa multipocillo, con el fin de poder normalizar la

variacién entre las distintas placas de reaccion.
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La variacion de los datos del ciclo umbral medio entre dos placas (R) no ha de
ser mayor al 3% para cada gen analizado.

Para conocer la expresidon relativa de un gen en una determinada muestra lo
primero es conocer su ACt, que es la diferencia en el Ct medio obtenido para un gen en
una determinada muestra (en este caso un transformante silenciado en el gen) y el Ct
medio obtenido para el mismo gen en una muestra de referencia (en este caso la
estirpe silvestre). El ACt en la muestra silvestre o en la utilizada como referencia ha de
ser 1. Ademas se ha de calcular el error (E) de ambas desviaciones:

ACtyestra n, gen m = Media Ctryestra n, gen m — Media Clgiyestre, gen m

2 240.5
Emuestra ngenm = ((Std devmuestra n, gen m) + (Std devsilvestre, gen m) )

Una vez conocidos estos valores es imprescindible comprobar los datos
obtenidos en diferentes muestras para el gen utilizado como enddgeno. Si presenta un
valor de estabilidad menor de 1,5 podrd considerarse un buen gen enddégeno; de lo
contrario ha de ser descartado.

Por ultimo se calcula la expresidon relativa (RQ) de un gen diana respecto al
calculo de la media de los genes enddgenos para cada una de las muestras. Para cada
valor es necesario calcular el minimo y el maximo valor de expresion relativa (RQuin,
RQumax) teniendo en cuenta el error de expresion relativa (EE).

RQumuestra n, gen dianai = EfiCgen diana i (ACtmuestra n, gen dianai) / Hj(Eﬂcgen endogeno j (ACtmuestra, gen endogeno j))
EE muestra n, gen diana i = ((Emuestra n, gen diana 1) +(Emuestra n, gen endégeno 1) 2+ -+ (emuestra n, gen endsgeno ) )
RQMaXmuestra n, gen dianai = EfiCgen diana i (ACtmuyestra n, gen diana i + EEmuestra n, gen diana i) / I’ (EfiCgen endsgeno
(ACtmuestra, gen endogeno j))
RQnﬂnmwummgmdmmi:EﬁcgnmmadACtnwammgmdmmi‘EEmwammgmdmmi)/Iﬁ(Eﬂcgnamgmq

(ACtmuestra, gen endégeno J))

Conclusion final

El silenciamiento génico en los hongos produce una gama de fenotipos
correlacionados con las diferentes cantidades de ARNm diana que se degradan por la
maquinaria de ARNi en cada estirpe transformada. La detecciéon de este rango de
variacién requiere un método rapido y sensible, siendo el método de PCR a tiempo real

muy adecuado para este analisis.
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Nuestras hipodtesis y planteamientos iniciales describen en el genoma de F.
oxysporum dos genes codificantes de factores de transcripcion diferenciados: FTF2
(Fusarium Transcription Factor 2), gen bien conservado en el genoma de hongos
filamentosos, presente en forma de copia Unica; y FTF1 (Fusarium Transcription Factor
1), gen exclusivo de estipes muy virulentas de F. oxysporum con un numero de copias
variable en el genoma.

El presente trabajo muestra evidencias que ratifican la diferenciacién de ambos
genes desde un punto de vista funcional. El mas significativo es la diferencia en cuanto
al patron de expresion: FTF1 Unicamente se expresa durante la colonizacién de la
planta, mientras que la expresidon de FTF2 permanece relativamente constante durante
el crecimiento in vitro, y no se induce de forma significativa durante la colonizacién del
hospedador. Esta diferencia en el patron de expresiéon debe de correlacionarse con
diferencias en la secuencias nucleotidicas de los promotores de ambos genes. Los
analisis in silico muestran que la semejanza en la regiones promotoras es tan sélo del
55-65%, frente a un 80-85% de semejanza en las regiones codificantes. Las probables
diferencias en la regulacién explicarian que FTF1 pueda estar involucrado en la
virulencia de F. oxysporum, regulando, entre otros, efectores como SIX1 y SIX6,
mientras que el aporte de FTF2 a la virulencia es menor.

Si bien la diferencia funcional entre FTF1 y FTF2 esta clara, las regiones
codificantes comparten una homologia del 80-85% en secuencia nucleotidica y 83-
89% en secuencia aminoacidica, lo que plantea ciertas reservas sobre la consideracién
de estos genes como diferentes entre si. En este contexto adquiere relevancia el
apelativo de “Familia génica FTF”.

En este trabajo se ha pretendido esclarecer la aportacién colectiva de esta
familia génica y, en particular, de las copias del gen FTF1 en la colonizacién del

hospedador vegetal y en la regulacion de efectores producidos por F. oxysporum.
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Papel de FTF1 en la colonizacion del huésped

Las diferencias en la colonizacion del hospedador vegetal por estirpes poco y
muy virulentas de F. oxysporum f. sp. phaseoli se evidencian en dos aspectos: el
primero de tipo cuantitativo, la estirpe muy virulenta prolifera de manera masiva
respecto a la estirpe poco virulenta; y un segundo aspecto de tipo cualitativo, la
rapidez en alcanzar el sistema vascular y la proporcion de haces xilematicos
colonizados es muy superior en la estirpe virulenta. Estas diferencias en el patrén de
colonizacidn resultan evidentes desde el inicio de la infeccién, pero son especialmente
significativas a partir de la primera semana, cuando se produce la colonizacion del
hipocotilo de la planta. En este periodo de tiempo, FTF1, gen exclusivo de estirpes muy
virulentas y super virulentas (de Vega-Bartol et al., 2011), comienza a expresarse, al
menos la copia phasl14257, como indica el estudio microscépico de colonizacion del
transformante SP1PFTF1::GFP. Ademas los mutantes silenciados en la familia génica
FTF presentan un patron de colonizacién diferente a una estirpe muy virulenta: tanto
la masa miceliar como la proporcidon de haces vasculares colonizados se redujeron,
acercandose a los parametros de una infeccidn caracteristica de una estirpe poco
virulenta.

Entre las hipdtesis que barajamos sobre la funcidon que desempena FTF1 en el
patron de colonizacién destacan dos: facilitar el acceso de F. oxysporum a zonas
vasculares de la planta, o bien fomentar el crecimiento miceliar en la zona vascular.
Este segundo supuesto se considera mas plausible, ya que la copia phasel14257 sélo es
expresada durante la colonizacién del tejido xilematico, aunque no se puede descartar
gue otras copias paralogas de FTF1 tengan un patrén de expresion diferente segun la
localizacion del micelio. Al tratarse de un gen codificador de un factor de transcripcién,
la manera de fomentar el crecimiento en la zona vascular puede ser debido a multiples
opciones que estan por dilucidar: entre ellas, una regulacién del metabolismo propio
del crecimiento en haces xilematicos (regulaciéon de factores de transcripcién como
FNR1 y RHAR1 inducidos en condiciones pobres de nitrégeno (Divon et al., 2006) y en
la necesidad de metabolizar L-ramnosa como fuente de carbono procedente de la
pared celular de las células vegetales (Pardo y Orejas, 2014; Tamayo-Ramos et al.,

2012), respectivamente); y una regulacion de factores implicados en virulencia, como
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por ejemplo la regulacion positiva de efectores o incluso la regulaciéon negativa de
genes de avirulencia.

Al igual que otros trabajos sobre el complejo de especies de F. oxysporum
(Czymmek et al., 2007; van der Does et al., 2008b), nuestros ensayos microscopicos no
muestran esporulacion dentro de los haces vasculares en las plantas colonizadas por F.
oxysporum f. sp. phaseoli, asi que parece descartable la posibilidad de que FTF1 esté
relacionado con la esporulacién, mientras que se ha descrito que FTF2 participa en la

produccién de ascosporas en Fusarium graminearum (Son et al., 2011).

Papel de FTF1 en la regulacion de genes efectores

Muchas proteinas secretadas durante la colonizacidon en el hospedador han
sido identificadas mediante secuenciaciones completas de genomas y ensayos
protedmicos, incluyendo proteinas pequeiias generalmente ricas en residuos de
cisteina, proteinas de induccidn de muerte celular y enzimas (de Sain y Rep, 2015).
Experimentos de delecién génica han proporcionado evidencias de que algunas de
estas proteinas son necesarias para la patogenicidad, mientras que el papel de otras
aun sigue siendo enigmadtico. Por otra parte, el sistema inmune de la planta puede
reconocer algunas de estas proteinas secretadas, lo cual destacaria su papel en la
induccion de resistencia a la enfermedad. Las proteinas pequefias ricas en cisteinas,
codificadas por los genes SIX, constituyen el grupo mejor conocido de proteinas
secretadas por F. oxysporum implicadas en una colonizacién eficiente del hospedador
vegetal (Michielse et al., 2009a). Hasta la fecha lo componen 14 genes (Houterman et
al., 2007) que representan una huella genémica que permite distinguir unas formas
especiales de otras, incluso diferentes razas y estirpes (van der Does et al., 2008a). Asi
por ejemplo, SIX2, SIX3 y SIX5 son exclusivos de Fol, permitiendo los diferentes
polimorfismos de SIX3 distinguir la raza 2 de la raza 3 (Lievens et al., 2009). La
clasificacion de los genes SIX no obedece a una cuestion filogenética, sino a la
implicacion de éstos en un proceso de sefalizacidon favorable para la colonizacién del

xilema.
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En este trabajo se muestran varias evidencias de que el factor de transcripcién
FTF1 regula positivamente los genes SIX1 y SIX6: (1), durante la colonizacién de
Phaseolus vulgaris por F. oxysporum f. sp. phaseoli el patron de expresion de FTF1
coincide con el de ambos genes efectores; (2), la expresidén constitutiva de FTFI,
obtenida por la fusion de la regidn codificante con el promotor constitutivo PgpdA en
los transformantes SP1PgpdA::FTF1, incrementa la expresion de ambos genes
efectores asi como la expresidon del gen SGE1, que codifica un regulador de la
expresion de algunos genes SIX (SIX1, SIX2, SIX3 y SIX5) en F. oxysporum f. sp.
lycopersici (Michielse et al., 2009b); (3), el silenciamiento especifico de los genes FTF
inducido en los mutantes SP1FTFRNAI ocasiona un descenso en la expresion de ambos
genes efectores durante la colonizacién de los hospedadores vegetales por F.
oxysporum ff. spp. phaseoli y lycopersici, incluso la reduccién de la expresién de SGE1
en la forma especial phaseoli.

A la luz de los resultados obtenidos en este trabajo,

FTF1
postulamos para las copias paralogas de FTF1 un papel regulador

N

wre
O

SIX6

maestro de la expresion de los genes SIX1 y SIX6; quizd no de
forma directa, sino a través de una cascada de sefalizacién tal,
que la expresion de SIX1 dependa de la expresidon de SGE1, que a
su vez dependa del factor de transcripcidon FTF1. Por otra parte,
SIX6 también estd regulado positivamente por FTF1; aun se

desconoce si de manera directa, pero resulta SIX1

.cecﬂcacl

dudoso puesto que SIX6 es el Unico gen Figura 7. Hipotética cascada de

. . sefalizacion reguladora de los genes
perteneciente a los SIX que no es exclusivo de F.

efectores SIX1y SIX6 en F. oxysporum.
oxysporum: ademds de encontrarse en las

formas especiales melonis, niveum, radicis-cucumerinum, passiflorae, vasinfectum,
cubense, lycopersici y phaseoli se encuentra presente en dos especies del género
Colletotrichum: C. orbiculare y C. higginsianum (Gawehns et al., 2014). El género
Colletotrichum dispone de una copia del gen FTF2 pero no de FTF1, que es exclusivo de
F. oxysporum, lo que hace pensar que SIX6 esté regulado indirectamente por FTF1 en
F. oxysporum.

La presencia de otros genes SIX (SIX8 y SIX11) (Houterman et al., 2007) fue

revelada en la forma especial phaseoli mediante PCR. Debido a la gran cantidad de
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intrones y largas secuencias no codificantes que interrumpen la secuencia codificante
de SIX8, no pudimos garantizar la integridad completa del gen. Por el contrario, SIX11,
gen bien conservado en todas las formas especiales de genomas accesibles, pudo ser
analizado, no mostrando alteracién de su expresién en los ensayos in vitro realizados

con los transformantes que expresaban constitutivamente FTF1.

Origen de FTF1

Al igual que todos los genes efectores SIX descritos, los genes paralogos de FTF1
se encuentran en regiones accesorias o LS, las cuales muestran caracteristicas
diferentes en comparacién con el nucleo del genoma o core genome. Las regiones LS
disponen de una altisima densidad de elementos transponibles (Ramos et al., 2007;
Schmidt et al.,, 2013), y son mucho mas divergentes entre las diferentes formas
especiales, lo que sugiere un papel en la adaptacién a la interaccidén con el hospedador
(Ma et al., 2010). De hecho, la transferencia del cromosoma accesorio 14 de la estirpe
4287 de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) a |la estirpe Fo-47 no patdgena convirtid a
ésta en patégena del tomate (Ma et al., 2010).

Existen varias hipotesis que pueden explicar el origen de las regiones LS que
albergan genes cruciales para la patogenicidad de F. oxysporum. Entre ellas, se
encuentra que estas regiones estuvieran presentes en un antecesor comun del género
Fusarium, y que especies como F. graminearum vy F. verticillioides hubieran perdido
esta informacion durante la transferencia vertical.

Entre las mas plausibles se encuentra la adquisicién de estas regiones mediante
transferencia horizontal (Ma et al., 2010). En apoyo a esta hipdtesis hay que destacar
que el 90% de los genes presentes en el core genome de Fol se encuentran también en
F. graminearum y F. verticillioides, mientras que solamente la mitad de genes de las
regiones LS de Fol presentan homologia con genes de los genomas de F. graminearum
y F. verticillioides (Ma et al., 2010). Ademas los genes ortdlogos del core genome
muestran una menor divergencia entre Fol y F. verticillioides que entre Fol y F.
graminearum, lo que no sucede con los genes ortdlogos de la region LS, cuya

divergencia es aproximadamente la misma para ambas especies, indicando que la
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filogenia de los genes en regiones accesorias difiere de los genes en el nucleo del
genoma. En la Fig. 8, A (Ma et al., 2010) se muestra la relacidn filogenética discordante
que sustenta esta conclusidon. El 93% de las proteinas codificadas por los genes
presentes en las regiones LS, aun difiriendo en el uso de codones, son de origen
fungico, en concreto de hongos ascomicetes, estando mas relacionadas
filogenéticamente con el género Fusarium, por lo que la mejor explicacién
proporcionada hasta la fecha sobre el origen de las regiones LS es que las mismas se
han adquirido mediante transferencia horizontal a partir de otras especies del género

Fusarium (Ma et al., 2010).

A F. graminearum B — FTF2 F. graminearum
= F. oxysporum (conserved) 102,00 FTF2 F. oxysporum
3, | FTF2 F. verticillioides

- FTF1 (FOXG_14257) F. oxysporum

F. verticillioides
100

F. oxysporum (LS)

100

F. solani FTF2 F. solani
M. grisea o FTF2 M. grisea
N. crassa i FTF2 N. crassa
A. nidulans ———— FTF2 A. nidulans
—— 0.1 substitution per site 0.2

Figura 8. Relacion filogenética discordante de proteinas codificadas en
las regiones LS. A. Arbol de maxima verosimilitud de proteinas concatenadas de
100 genes seleccionados al azar de 362 genes que comparten homodlogos en
hongos ascomicetos (Ma et al., 2010). B. Arbol de maxima verosimilitud de las
proteinas FTF. Los arboles incluyen los genomas anotados del género Fusarium F.
oxysporum, F. graminearum vy F. verticillioides, Fusarium solani (Nectria
haematococca), Magnaporthe grisea, Neurospora crassa y Aspergillus nidulans. Las
construcciones filogenéticas fueron llevadas a cabo mediante PhyML usando un
test bootstrap de 10.000 réplicas. La escala indica la longitud de las ramas que
representan una sustitucion por sitio.

La familia génica FTF constituiria, a la luz de los resultados obtenidos en este
trabajo, un excelente ejemplo al respecto. El gen FTF2, ampliamente distribuido y bien
conservado en hongos ascomicetos, representaria el gen ortélogo presente en el core
genome, mientras que FTF1 representaria el gen paralogo presente en la regidn LS. Las
hipdtesis sobre el origen de FTF1 que barajamos son basicamente dos:

a) El gen FTF1 se generaria en las regiones LS de F. oxysporum gracias a
una transferencia horizontal, probablemente de FTF2, por algin miembro del género
Fusarium. El gen se diversificd en las regiones LS mediante duplicaciones y mutaciones

gracias a la cantidad extremadamente numerosa de transposones en estas regiones
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(Schmidt et al., 2013). Un hecho que apoya esta hipdtesis es que el factor de
transcripcion FTF1 no esté estrechamente relacionado a la proteina paraloga FTF2 de
F. oxysporum (Fig. 8, B).

b) Las copias paralogas de FTF1 provendrian de FTF2 por una duplicacion
ancestral de este gen ocurrida Unicamente en el linaje de F. oxysporum, duplicacion
que se habria amplificado en las regiones LS como consecuencia de la actividad de
elementos transponibles, especialmente abundantes en las regiones LS (Schmidt et al.,
2013). La acumulaciéon de mutaciones en las regiones promotoras, algunas de ellas
provocadas por la propia insercién de transposones, habrian producido la inactivaciéon
de algunas de las copias paralogas, en tanto que otras mutaciones podrian haber

cambiado la especificidad de induccidn de FTF1 respecto de FTF2.

Los transposones desempeiian un papel en la diversificacién genética (Ramos
et al., 2007; Rep y Kistler, 2010) debido a la generacién de segmentos de ADN
repetidos, que a su vez pueden acelerar la evolucién de estos segmentos, pudiendo ser
la clave de adaptacién a nuevos hospedadores (Ma et al., 2010).

El potencial de los elementos transponibles para afectar a la estructura del
genoma es una consecuencia de su movilidad. Existen dos clases de elementos
transponibles segun la estrategia de transposicidn. La clase | o retrotrasposones,
actian mediante un mecanismo de “copiar y pegar”, se mueven en el genoma siendo
transcritos a ARN y después a ADN mediante una retrotranscriptasa. La clase Il o ADN
transposones actian mediante un mecanismo de “cortar y pegar” en el que interviene
una enzima transposasa, moviéndose directamente de una posicién a otra en el
genoma, aunqgue en algunas ocasiones la copia puede ser conservada también en el
locus donador (Finnegan, 1989). Entre los elementos transponibles de la clase Il se
encuentra la familia MITE (Miniature Inverted-repeat Transposable Elements), o
elementos transponibles de corta longitud no auténomos debido a la delecién de su
transposasa (Feschotte y Pritham, 2007). Las regiones LS de F. oxysporum estan
enriquecidas en ambas clases de elementos transponibles: los retrotransposones
aparecen distribuidos homogéneamente a lo largo de estas regiones mientras que los
ADN transposones se concentran en regiones enriquecidas en genes efectores, cuyos

promotores tienen la singularidad de albergar un elemento transponible tipo mimp de
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la familia MITE, que permite la identificacion de candidatos de genes efectores en
otras formas especiales. Es posible que la propia secuencia mimp actie como sitio de
union de factores de transcripcion que regulen la expresién de estos genes efectores
(Schmidt et al., 2013).

Las dos copias perfectamente anotadas del gen FTF1 en F. oxysporum f. sp.
phaseoli se encuentran en un cromosoma accesorio de 1,8 Mb. Aproximadamente a
1,3 Kb desde el codén de parada se encuentra un elemento transponible de clase |
llamado Marsu (Ramos et al.,, 2007) que habia sido previamente descrito en F.
oxysporum (Daboussi y Langin, 1994). El estudio del locus de cada copia de FTF1 en la
estirpe 4287 de Fol muestra que el gen FTF1 se encuentra flanqueado por diferentes
elementos transponibles, entre ellos los mads numerosos son los ADN transposones:
Fot2, Fot3, Fot4, Fot5, Impala, Folytl, Hornetl y mimp4, aunque también se encuentra
el retrotransposén Marsu flanqueando el locus FOXG_16414. Es preciso destacar que
cercanas a los genes pardlogos FTF1 se encuentran regiones enriquecidas en genes
relacionados con la virulencia de F. oxysporum como ORX1, que codifica una enzima
oxidorreductasa secretada por Fol durante la colonizacién (Houterman et al., 2007) o
los genes efectores SIX, especialmente SIX1 (Schmidt et al., 2013).

Estas localizaciones indican que FTF1 y algunos genes efectores como los SIX
pertenecen a los mismos grupos de ligamiento, lo cual implicaria una evolucidn
conjunta que consideramos crucial en el devenir de la colonizacién y susceptibilidad

del hospedador.

$ 31 E33 00 T 3 * b ]
[ JeTclase |
I ET Clase I
".+H % mimp
D ORFno ET
Slle SIX1 5/39(;/\9 23/X/ > Genes SIX
1
FTF1(16414) SHH1(16417) i-TF1(17458) SIX1H
Cromosoma 14, Cromosoma 14,
Supercontig 36 Supercontig51

Figura 9. Detalle de las regiones subcromosomicas LS 2.36 y 2.51
enriquecidas en elementos transponibles y genes SIX flanqueando los loci de FTF1
FOXG_16414 y FOXG_17458 en la estirpe 4287 de F. oxysporum f. sp. lycopersici.
ET (Elemento transponible), ORF (Open Reading Frame), FTF1 (Fusarium
Transcriptor Factor 1) SIX (Secreted In Xylem), SHH1 (Salicylate Hydroxylase
Homologue 1). Modificado de Schmidt et al. (2013).

-120 -



Discusion general

Cuestiones relevantes por dilucidar

Funcionalidad de las copias de FTF1

Debido al alto nimero de copias de FTF1 presentes en el genoma de las
distintas formas especiales y a efectos de determinar con precision su papel en
virulencia, resulta de crucial importancia determinar cudles de estas copias son
realmente funcionales o tienen una relacion estrecha con la virulencia. Para ello
nuestro grupo propone varias vias complementarias de estudio:

e Obtencién de mutantes que expresen la proteina fluorescente GFP bajo
el promotor especifico de cada copia de FTF1. De este modo, y mediante microscopia
laser confocal se puede seguir la expresidn de una Unica copia de FTF1 durante la
colonizacidn. Este método es mas especifico que el método de PCR a tiempo real en las
formas especiales como lycopersici, donde el alto nimero de copias hace muy dificil el
diseio especifico de cebadores.

e Obtencién consecutiva de mutantes delecionados en los diferentes
genes FTF1. Esta opcidn es dificultosa, mas cuantas mads copias disponga la forma
especial. Por ello, en el presente trabajo decidimos optar por la técnica del
silenciamiento génico. Sin embargo, en estos Ultimos afios se han descrito algunas
técnicas que facilitarian este procedimiento. De este modo se podria aportar
informacidn exacta de la importancia en la virulencia de cada copia especifica de FTF1:

o Uso de la técnica FAST (Fluorescence Assited Seletion of
Transformants) (Vlaardingerbroek et al., 2015). Esta técnica permite
seleccionar los mutantes utilizando proteinas fluorescentes como marcadores
de transformacién mediante citometria de flujo. La ventaja de esta técnica es
gue se pueden usar varios marcadores de proteinas fluorescentes que seran
detectadas por el citdmetro. La eficiencia de reemplazo génico es similar a los
marcadores tradicionales de resistencia a antibidticos (Vlaardingerbroek et al.,
2015).

o Uso de un marcador reciclable. Un marcador reciclable es aquel
que puede ser escindido de manera auténoma. En este contexto el grupo de
investigacién del Dr. Luis Gonzalez Candelas ha obtenido un plasmido binario
capaz de escindir el marcador de resistencia a higromicina flanqueado por
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secuencias especificas mediante la inclusion de una recombinasa en el
pldsmido pRF-HU2 (Frandsen et al., 2008), cuya expresion es inducida
mediante el aporte de xilosa en el medio de crecimiento (Selma-Lazaro y

Gonzalez-Candelas, 2014).

Un problema mds a tener en cuenta en la obtencién de mutantes
delecionados en FTF1 es la baja eficiencia esperada de transformantes de
recombinacién homdloga, puesto que las secuencias flanqueantes, imprescindibles
para efectuar el reemplazamiento génico, estan repetidas en las regiones LS del

genoma.

Papel de FTF1 en vias de seializacion

Muchas cuestiones quedan abiertas en cuanto a la via de sefializaciéon que
activa la expresiéon de efectores en F. oxysporum. Al demostrar que FTF1 estd
implicado en dicha sefializacidn, es interesante conocer qué genes, ademds de los
descritos en este trabajo, estan regulados por FTF1. La secuenciacidon masiva de ARN, o
tecnologia RNA-seq, permite conocer al detalle el nivel transcriptémico total en un
momento dado. En el caso de FTF1 la principal dificultad estriba en que este gen sélo
se expresa durante la colonizacién del hospedador. Hemos disefiado una estrategia
para abordar la caracterizacion del conjunto de genes regulados por FTF1, para lo cual
se ha obtenido un mutante con expresién constitutiva de FTF1 (SP1PgpdA::FTF1.9). La
comparacion de los transcriptomas obtenidos en medio de cultivo generados por este
mutante y el tipo silvestre, seria el equivalente a comparar un mutante nulo en FTF1
(tipo silvestre cultivado in vitro) y una estirpe funcional (el mutante constitutivo).
También, mediante esta tecnologia podemos comparar el transcriptoma de la estirpe
silvestre (FOP-SP1) frente al de la estirpe silenciada en la familia génica FTF
(SP1FTFRNAI) durante la colonizacion de los haces vasculares. Ambos experimentos
son complementarios y permitirian obtener un conjunto de genes candidatos a ser
regulados por FTF1. Asimismo, mediante un ensayo de retardo electroforético o

ensayo EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) podria determinarse qué regiones
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Discusion general

promotoras interaccionan directamente con FTF1, dilucidando la secuencia de ADN
reconocida por el factor de transcripcion.

En recientes estudios mediante hibridacién de los factores de transcripcion FTF
con una matriz de oligonucledtidos de generacién sintética se ha propuesto la
secuencia TGCCG, presente en las regiones enriquecidas en genes SIX de Fol, como
motivo reconocido por estos factores de transcripcion (van der Does et al., 2014). La
secuencia descrita en este trabajo, al ser de 5 nucledtidos no es suficientemente
especifica, pudiéndose encontrar en regiones promotoras de otros tantos genes (1 vez
por cada 1024 pb de media), por lo que se hace necesario seguir ahondando en la

regulacion directa que desempefian FTF1y FTF2.

Otra estrategia valida seria la inmunoprecipitacién de cromatina seguida de una
secuenciacion de ADN (ChIP-Seq). Realizamos varios experimentos al respecto, que
resultaron fallidos debido a la dificultad de aseverar la produccién constitutiva de FTF1
en fusidn con la secuencia aminoacidica por triplicado del epitopo HA (hemaglutinina
del virus de la gripe humana). Tras la correcta fusion del gen FTF1 (phasl4257) con el
promotor constitutivo PgpdA y el epitopo HA procedente del pldsmido pFA6a-3HA y su
transformacién en la estirpe FOP-SP1, no fuimos capaces de verificar la traduccién de
la proteina FTF1-3HA, observando en el ensayo Western Blot diferentes bandas por
debajo del peso molecular esperado. Quizd debido a una errénea traduccién
provocada por la fusidon del epitopo 3HA o bien a una efimera vida celular de la
proteina, sugiriendo de este modo que las bandas observadas fueran distintas fases de
degradacion. Sin embargo, no es descartable realizar en el futuro algunas variaciones

sobre esta estrategia e intentar de nuevo el ensayo de Ch/P-Seq.

Finalmente, seria interesante conocer la localizacion cromosdmica de los genes
regulados por FTF1, asi como su distribucién en otras estirpes de diferentes formas
especiales, ya que pudieran resultar genes especificos de infeccién de una o unas
pocas formas especiales. En el caso de Fol existen genes efectores especificos de la
forma especial, como son SIX2, SIX3 y SIX5 alojados en regiones LS del genoma de la
estirpe 4287. Los resultados en FOP-SP1 nos permitiria conocer si FTF1 es regulador de

otros genes, como pudieran ser algunos posibles genes codificadores de efectores
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especificos de la forma especial phaseoli alojados en las regiones LS o si bien, es un
regulador exclusivo de genes implicados en la virulencia, ampliamente distribuidos en
el complejo de especies F. oxysporum, tales como SIX1 y SIX6.

La segunda aproximacion seria conocer la presencia de esos genes en estirpes
de la propia forma especial, tales como la estirpe poco virulenta FOP-SP4, carente de
FTF1, SIX1 y SIX6. En este trabajo hemos comprobado que tanto la expresién
constitutiva como nativa de FTF1 (phas/14257) durante la colonizacion de P. vulgaris
por FOP-SP4 no modifica la virulencia de esta estirpe, probablemente debido a la
carencia de esta estirpe de efectores relevantes como SIX1 o SIX6, asi como otros aun
desconocidos que intervengan en la via de sefalizacién de FTF1 y sean decisivos en el
aumento de la virulencia. De esta forma podria determinarse qué genes transferidos al
genoma de una estirpe poco virulenta, tal como FOP-SP4, serian capaces de provocar
un cambio en la virulencia; y cuales transferidos a una estirpe no patégena, tal como

AB82, fueran capaces de trocar la patogenicidad hacia P. vulgaris.
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Conclusiones

Conclusiones

1. Existen diferencias notables entre las estirpes poco virulentas y muy
virulentas de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli en la colonizacién del hospedador
Phaseolus vulgaris L. La estirpe muy virulenta FOP-SP1 avanza hacia el cilindro vascular
de la raiz principal mds rapido que la estirpe poco virulenta FOP-SP4, lo que permite
una diseminacién mas rapida por el sistema vascular de la planta infectada. Ademas,
FOP-SP1 crece de manera masiva dentro de los haces xilematicos, mientras que FOP-
SP4 tiene un crecimiento en los mismos proporcionalmente menor al mostrado en el

tejido parenquimatico.

2. Las diferencias en la colonizacién se corresponden con un patrén de

expresion especifico de algunos de los factores de virulencia de hongos exclusivos de la

estirpe muy virulenta FOP-SP1, como FTF1, SIX1 y SIX6.

3. La respuesta de defensa de P. vulgaris depende del grado de virulencia de la
estirpe de F. oxysporum f. sp. phaseoli con que es infectada. La respuesta sistémica
adquirida (SAR) mediada por acido salicilico es mas temprana e intensa en la respuesta
a la estirpe poco virulenta FOP-SP4 que hacia la estirpe muy virulenta FOP-SP1. En
ambas interacciones la respuesta mediada por etileno y jasmonato es activada al

comienzo de la infeccion.

4. La familia génica FTF (Fusarium Transcriptor Factor) se compone de dos
genes: FTF1y FTF2. FTF2 es un gen bien conservado en copia Unica en los genomas de
hongos ascomicetos filamentosos del subfilum Pezizomycotina. FTF1 es exclusivo de
estirpes muy virulentas del complejo de especies F. oxysporum, presente en un
numero variable de copias alojadas en regiones LS (Lineage Specific) del genoma. El
numero variable de pardlogos de FTF1 se puede clasificar en 3 clases atendiendo a las
caracteristicas estructurales de las presuntas proteinas codificadas: FTFla, FTFib y

FTFic.
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5. Se ha optimizado un método de silenciamiento génico altamente efectivo en
F. oxysporum, sobre todo en las estirpes de la forma especial phaseoli. Este método se
basa en la produccion de ARNs bicatenarios, inductores de silenciamiento, transcritos a
partir de dos promotores que flanquean, en orientaciones opuestas, al fragmento del

gen cuya expresion se pretende atenuar.

6. Los transformantes silenciados en la familia génica FTF en las estirpes FOP-
SP1 y 4287 presentan una acusada reduccidn de la virulencia sobre P. vulgaris y S.
lycopersicum, respectivamente. Sin embargo, tanto la expresién constitutiva como la
expresion inducida por el promotor nativo del gen FTF1 en la estirpe poco virulenta

FOP-SP4, no modifican la virulencia de esta estirpe.

7. El factor de transcripcion FTF1 es un regulador directo o indirecto de los
genes efectores SIX (Secreted in Xylem) SIX1 y SIX6, y del gen regulador SGE1 (Six Gene
Expression 1). La expresion constitutiva de FTF1 en la estirpe FOP-SP1 incrementa la
expresion de SIX1, SIX6 y SGE1; mientras que el silenciamiento de la familia génica FTF
en las estirpes FOP-SP1 y 4287 reduce la expresion de los genes SIX1 y SIX6, en ambas

formas especiales, y del gen SGE1 en la forma especial phaseoli.

8. Los transformantes de la estirpe muy virulenta FOP-SP1 silenciados en la

familia génica FTF muestran un patréon de colonizacion de P. vulgaris semejante al

producido por las estirpes poco virulentas.
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Apendice 1. Materiales vy meétodos

1. Organismos
Bacterias

Escherichia coli

Cepa DH5a [F-, D80 dlacZAM15, A(lacZYAargF) U169, recAl, endAl, hsdR17 (rK-
, mK+), phoA, supE44, thi-1, gryA96, relAl, lambda-]. Se utilizé en los experimentos de

transformacién bacteriana por choque térmico y en la clonacién de los pldsmidos.

Agrobacterium tumefaciens

Cepa AGL1 (AGLO recA::bla pTiBo542(A)T Mop+ CbR) (Lazo et al., 1991). Se
utilizé para la transformaciéon de Fusarium oxysporum mediante el uso de vectores

binarios.

Hongos

Todas las estirpes utilizadas en este trabajo, tanto silvestres como

transformantes, de Fusarium oxysporum estan descritas en las siguientes tablas:

F. oxysporum f. sp. phaseoli

Estirpe Genotipo Patogenicidad/Virulencia VCG Raza
FOP-SP1 La Carrera (CIALE) Silvestre Patégeno muy virulento 167 6
FOP-SP4 La Carrera (CIALE) Silvestre Patégeno poco virulento 166 6
FOP-SP13 Villafranca (CIALE) Silvestre Pardgeno supervirulento 169 6
AB82 El Barco de Avila (CIALE) Silvestre No patégeno 167 6
SP1GFP FOP-SP1 (Este trabajo) PgpdA::sGFP

SP4GFP FOP-SP4 (Este trabajo) PgpdA::sGFP

SP1PFTF1:.GFP FOP-SP1 (Este trabajo) PFTF1::sGFP

SP1AFTF2 FOP-SP1 (V. Casado del Castillo) AFTF2

SPIAFTF2-FTF2  SP1AFTF2 (Este trabajo) AFTF2; FTF2

SP1FTFRNAI FOP-SP1 (Este trabajo) FTFRNAI

SP4-FTF1 FOP-SP4 (Este trabajo) FTF1

SP4PgpdgA::FTF1 FOP-SP4 (Este trabajo) PgpdA::FTF1

SP1PgpdA::FTF1 FOP-SP1 (Este trabajo) PgpdA::FTF1

SP1FTFRNAI-GFP ~ SP1FTFRNAI (Este trabajo) ZZ;EIZAISIGFP
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F. oxysporum f. sp. lycopersici

Estirpe Genotipo Patogenicidad/Virulencia VCG Raza
287 J.Tello (INIA) Silvestre Patdgeno 0030 2
4287FTFRNAI 4287 (Este trabajo) FTFRNAI
Tabla 4. Estirpes de F. oxysporum utilizadas en este trabajo.
Plantas

Phaseolus vulgaris L. (Judia)

En los ensayos de infeccidn se utilizaron semillas de la variedad Blanca Rifién

procedentes de la comarca de El Barco de Avila-Piedrahita, provincia de Avila (Espafia).

Solanum lycopersicum L. (Tomate)

En los ensayos de infeccidn se utilizaron semillas comerciales de la variedad

MoneyMaker (Quality seeds, Canada).

2. Medios y condiciones de cultivo
Bacterias

Escherichia coli

Las condiciones y medios de cultivo fueron los descritos por Sambrook et al.
(1989). La temperatura de incubacion fue siempre de 37°C, tanto en medios sélidos
como medios liquidos, donde los matraces fueron incubados en oscuridad y en
agitacién en un orbital Kinhner 1SF-1-W a 250 r.p.m.

El medio comunmente utilizado fue LB (Luria Bertani) para los experimentos de
transformacién y clonacién. Este medio estda compuesto por 0,5% de extracto de
levadura (Difco), 1% de bactotriptona (Difco), 1% de NaCl y 1,5% de agar bacterioldgico
(Conda) en el caso de medio sélido.

Cuando se necesitd seleccionar colonias resistentes a kanamicina y ampicilina,
se afiadieron estos antibidticos al medio LB en una concentracion de 50 pg/uL y 100

ug/uL respectivamente.
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Agrobacterium tumefaciens

El medio cominmente utilizado para su crecimiento fue LB, tanto sélido como
liqguido. La temperatura de incubacion fue de 28°C en condiciones de oscuridad y la
agitacion de 250 r.p.m. en el caso de los cultivos liquidos. Otras condiciones de cultivo
especificas para la transformacidon de Fusarium oxysporum mediante esta bacteria se

detallan en el apartado 9 (Transformaciones).

Conservacion a largo plazo

Todas las cepas bacterianas se guardaron en viales a -80°C en glicerol 30%.

Hongos. Fusarium oxysporum.

a) Medios sélidos

e PDA (Potato Dextrose Agar, Difco). A razon de 39 g/L de agua destilada y
desionizada. Cuando fue necesario, este medio fue complementado con higromicina y
fleomicina en concentraciones variables entre 50 y 100 pg/plL. Las distintas estirpes se
incubaron a la temperatura de 25°C.

e Agar-Agua. A razén de 20 g de agar bacterioldgico por litro de agua
destilada y desionizada. Este medio sdélido fue utilizado para la consecucién de
microconidios uninucleados y germinados que, tras una incubacion en este medio de
10-12 horas a 25°C de una dilucién de esporas, se recogieron aisladamente mediante
un punzon estéril bajo la observacidon en una lupa binocular Olympus SZX12. Por
ultimo, se transfirieron a una placa estéril con medio sélido PDA complementado con

el antibidtico correspondiente.

b) Medios liquidos

e PDB (Potato Dextrose Broth, Difco). 24 g/L de agua destilada vy
desionizada. Se utilizé para crecimiento general y recogida de micelio. Las condiciones
de cultivo fueron 25°C en agitacion de 120 r.p.m. y luz constante durante 3-5 dias.

e Maedio de esporulacion GOX. Utilizado para la obtencion de esporas de

forma abundante. Para su elaboracién se afiadio, por litro de agua destilada, 60 g de
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sacarosa, 7 g de NaNos, 3 g de peptona (Difco), 1 g de KH,POy4, 0,5 g de MgS04.7H20, y
0,5 g de KCl ajustado a pH 7 con NaOH (Hadas et al., 2007).
Las condiciones de cultivo fueron 25°C en agitacién de 120 r.p.m. y luz

constante durante 3 dias.

¢) Conservacion a largo plazo

Todas las estirpes se guardaron en viales a -80°C en glicerol 25% (V/V).

Germinacion de plantas

Las semillas de las variedades de judia y tomate fueron desinfectadas con una
solucion de hipoclorito 5% (V/V) durante 5 minutos y sucesivos lavados con agua
estéril. Tras ello se sembraron en bandejas que contenian vermiculita (Projar, SA), un
sustrato inerte que es favorable para la retencién de la humedad vy, por tanto, para
garantizar la germinaciéon de las semillas. Estas bandejas se incubaron a 25°C con un
fotoperiodo de 16 horas de luz — 8 horas de oscuridad. Tras 7-10 dias, las plantulas
estaban dispuestas para la inoculacién con las estirpes de F. oxysporum y trasplante a

diferentes medios descritos en el siguiente apartado, dedicado a este tipo de ensayos.

3.Ensayos de infeccion y cuantificacion de
sintomas.

Los ensayos para analizar la capacidad patogénica y el grado de virulencia de
los aislados silvestres y sus transformantes tomaron como base el procedimiento
descrito por Pastor-Corrales y Abawi (1987).

En primer lugar, se inocularon 50 mL de medio GOX con una estirpe de F.
oxysporum. Tras la incubacién durante 3 dias a 25°C y 180 r.p.m. se aislaron las
esporas, en su mayoria microconidios, filtrando el medio mediante una doble gasa
estéril. Las esporas se lavaron dos veces con agua destilada (2 centrifugaciones de 5
minutos a 2.600 x g) y se cuantificaron mediante observacion microscdpica en una

camara de citometria Thoma al microscopio.
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Se extrajeron las plantulas germinadas en vermiculita cuando presentaban al
menos dos tercios de desarrollo de las hojas cotileddnicas (7-10 dias tras la siembra).
Las raices se lavaron en agua destilada y se cortaron los dpices radiculares con una
tijera desinfectada con el fin de homogeneizar el proceso de infeccién en todas las
plantas al crear una lesién radicular.

Las raices de las plantas fueron sumergidas en 100 mL de la suspension de
esporas durante 5 minutos. Para las plantas de judia la concentracion de esporas fue
de 10° esporas/mL, mientras que para las plantas de tomate la concentraciéon fue de
10’ esporas/mL (Rep et al., 2004). Las plantas fueron replantadas en macetas de 0.60 L
en una mezcla de tierra-vermiculita en relaciéon 3:1.

Las judias se cultivaron en el invernadero, preferencialmente entre los meses
comprendidos entre marzo y octubre con una temperatura media controlada de 25°C,
humedad relativa entre el 60-70%, y fotoperiodo ajustado al menos a 12 horas de luz,
cuando las condiciones ambientales externas fueron desfavorables. Los tomates se
cultivaron tanto en el invernadero, con las condiciones anteriores, como en camaras
de crecimiento con una temperatura de 25°C, humedad relativa de 75% vy fotoperiodo
de 16 horas de luz — 8 horas de oscuridad. En ambos casos las plantas fueron regadas

con agua corriente.

Los ensayos en medio hidropdnico realizados en las plantas de judia se
desarrollaron en camaras de crecimiento con las mismas condiciones previamente
descritas para el cultivo de plantas de tomate. El sustrato en este caso fue el medio
liquido PGM (Plant Growth Medium) (Yedidia et al., 1999) contenido en tubos Falcon
de 50 mL de volumen, forrados con papel de aluminio, donde las raices de cada

plantula fueron sumergidas.

Cuantificacion de sintomas en Phaseolus vulgaris

En el caso de las plantas de judia cultivadas en invernadero, la sintomatologia
producida por Fusarium se evalué mediante tres aproximaciones: escala CIAT, masa de

la parte aérea de la planta y manchas en haces vasculares.
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a) Escala CIAT

Descrita en Pastor-Corrales y Abawi (1987). Es una medicién en la que se
calcula el porcentaje de hojas de la planta que muestran sintomas de clorosis,
amarilleamiento, marchitez, y/o caida prematura. A este porcentaje se le asigna un

numero del 1 al 9 en la manera que indica la siguiente tabla:

indice CIAT Porcentaje de hojas sintomaticas
0% Planta sana

0-5 %

5-15%

15-25%

25-35%

35-50%

50-75%

75-100%

100% o planta muerta

O 0N/ WIN|E-

Tabla 5. Escala CIAT. Modificado de Alves-Santos et al. (1999); Pastor-
Corrales y Abawi (1987).

Por medio de esta aproximacion, las plantas se evaluaron semanalmente

durante cuatro o cinco semanas, considerandolas como:

e Resistentes: Plantas con indice entre 1y 3.
e Susceptibles: Plantas con indice superior a 3.
Ademas, se establecid una clasificacion de las estirpes segun su virulencia en la
variedad de judia Blanca Rifidn, conforme al siguiente criterio de Alves-Santos et al.

(2002a):

e Patdégenos muy virulentos: Provocan lesiones en la judia en etapas muy
tempranas de la infeccidén. El indice en la cuarta o quinta semana es 9. La planta
muere.

e Patégenos poco virulentos: Provocan susceptibilidad en la planta pero
en menor grado. No superan el indice 8 al término del ensayo. La planta no muere.

A partir de estos datos se definié el indice DPR (Disease Progression Rate), que

se obtiene mediante la férmula DPR= X/ Xi/n, dénde Xi representa la severidad de la
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infeccion segun la escala CIAT (de 1 a 9) y n representa el nUmero de semanas

transcurridos tras la inoculacion (Garcia-Sanchez et al., 2010).

b) Masa de la parte aérea de la planta

Las plantas fueron evaluadas para calcular el indice CIAT Transcurridas cuatro
semanas desde el momento de la inoculacién. Tras ello, fueron cortadas con una tijera
en la zona del hipocotilo a ras de suelo, y pesados todos los tejidos aéreos en una

bascula.

¢) Manchas en haces vasculares

Transcurridas cuatro semanas, y tras la evaluacién para el calculo del indice
CIAT y la masa aérea de la planta, se observaron macroscépicamente las manchas
necrdticas que mostraba el hipocotilo en el corte transversal que acababa de
producirse. De esta manera, se asigné una valor en una escala numérica de 0 a 4 segun
los sintomas presentados: 0, sin sintomas; 1, uno o dos haces vasculares marrones en
el hipocotilo; 2, mas de tres haces vasculares de color marrén; 3, observacién de un
anillo de color marrén al estar todos los haces vasculares de este color; 4, planta

muerta, hipocotilo seco.

Para plantas cultivadas en medio hidropdnico en cdmaras de crecimiento se
establecié otro modelo de cuantificacion de sintomas, puesto que el crecimiento y
desarrollo de la planta no era el mismo que en las condiciones de invernadero. Este
modelo se basé en una escala numérica entre 0 y 4 que cuantificaba el grado de
sintomas externos (hojas clordticas) e internos (lesiones necréticas) que mostraban las
plantas: 0, planta sana, sin sintomas de clorosis ni necrosis; 1, planta sin hojas
clordticas pero ligeras lesiones necréticas; 2, plantas con algunas hojas cloréticas y
lesiones necréticas en el sistema vascular del cuello de raiz; 3, plantas con casi todas
las hojas clordticas o muertas y lesiones necrdticas extensas en el cuello de raiz y

sistema vascular; 4, planta muerta.
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Cuantificacion de sintomas en Solanum lycopersicum

La evaluacién de la sintomatologia producida en tomate por la infeccién con F.
oxysporum f. sp. lycopersici se realizd bdsicamente utilizando dos métodos:
cuantificacion de la masa de la parte aérea de la planta y cuantificacién de las manchas

necréticas en sus haces vasculares (Ma et al., 2010; Rep et al., 2004; Rep et al., 2005).

a) Masa de la parte aérea de la planta

Transcurridas tres semanas tras la inoculacion, las plantas fueron cortadas con

unas tijeras a ras de suelo, a nivel de hipocotilo, y fueron pesadas en una bascula.

b) Manchas en haces vasculares

Transcurridas tres semanas, la evaluacioén se realizé de la misma manera que
en el caso de las plantas de judia. Se asignd a los sintomas un valor de una escala
numeérica comprendida entre 0 y 4. Donde O, sin sintomas; 1, zona del hipocotilo
abultada o doblada; 2, uno o dos haces vasculares marrones; 3, al menos dos haces
vasculares marrones y distorsion en el crecimiento (fuerte flexién del tallo y desarrollo
asimétrico); 4, todos los haces vasculares de color marrén, planta marchita y muy

pequefa o muerta.

4.Analisis microscopicos

Las plantas inoculadas con las estirpes de F. oxysporum vy los controles
negativos (inoculacion sin esporas) se mantuvieron en cultivos hidropdnicos,

examinandose todos los dias desde la inoculacidon, durante un periodo de veintiun dias.

Para la descripcion de la estructura histoldgica, las secciones se fijaron e
incluyeron tal como se describe en Jiménez et al. (2007). Después se tifieron con azul

de toluidina al 0,1% (m/V) en tampdn fosfato de potasio 0,1 M a pH 6,8.

Para el analisis CLSM (Confocal laser scanning microscopy), o microscopia laser

confocal, las raices e hipocotilos de las plantas se lavaron en agua destilada estéril. Se
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cortaron manualmente con una cuchilla de afeitar secciones transversales de la planta
o muestras longitudinales de 1 mm de grosor de los siguientes tejidos: pelos
radiculares, raiz principal, cuello de raiz e hipocotilo. Los tejidos vegetales se tifieron
durante 15 minutos con una gota de ioduro de propidio (10 mg/mL, Sigma). El exceso
de ioduro de propidio se eliminé lavando la muestra varias veces con agua destilada
estéril. Las muestras se colocaron en un portaobjetos sumergidas en glicerol 50%
(V/V). El analisis microscépico se llevé a cabo usando un microscopio confocal de
barrido laser espectral (TC S2-SP2, Leica Microsystems). La excitacion fue
proporcionada por un laser de argdn (488 nm). La fluorescencia de la proteina GFP se
detecté en el espectro comprendido entre 495 y 520 nm, mientras que la
autofluorescencia de la pared celular de la planta junto con la tinciéon de ioduro de

propidio se detectd en el espectro comprendido entre 595 y 680 nm.

5.0btencion de acidos nucleicos
ADN gendmico de hongo y planta. Método CTAB

El protocolo del método del bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) fue
elaborado por Murray y Thompson en 1980 (Murray y Thompson, 1980) y publicado
posteriormente, en 1987, por Wagner et al. (1987). El método es adecuado para
extraer y purificar ADN de vegetales y hongos, y esta especialmente indicado para
eliminar los polisacdridos y los compuestos polifendlicos. El procedimiento que se

describe a continuacion es una modificacion de este método.

El primer paso para la extraccion de ADN fue homogeneizar completamente el
tejido. Para ello se utilizaron dos métodos:

e Homogeneizacidn en nitrégeno liquido: Tanto el tejido de la planta,
como el micelio de F. oxysporum recogido en una doble gasa estéril por filtraciéon del
medio de cultivo, fueron pulverizados en un mortero con nitrégeno liquido. Alrededor
de 250 mg de homogeneizado fueron recogidos en tubos eppendorf. Estas muestras,

siempre inmersas en nitrégeno liquido, se guardaron a -80°C hasta su uso.
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e Homogeneizacion tras liofilizacion: Se aplicé exclusivamente a muestras
fungicas. En este caso, un trozo de micelio fue transferido con unas pinzas estériles
desde el medio de crecimiento hasta un tubo eppendorf. Tras agujerear el tubo
eppendorf mediante un punzén para que pudiera producirse el vacio en el interior del
tubo, las muestras se introdujeron en un liofilizador (Virtis advantage) conectado a una
bomba de vacio (Savant ValuPump VLP120) durante 4-8 horas. El micelio deshidratado
se pulverizd facilmente mediante varillas de vidrio estériles. Este tipo de
homogeneizacidén se realizé cuando se necesitaba analizar multiples colonias de F.

oxysporum.

Una vez recuperado el tejido homogeneizado en tubos eppendorf, se anadieron
800 puL de Solucién de Extraccion de ADN, que es una mezcla en relacion 1:1:0,4 de los
siguientes compuestos: Solucion de Lisis Nuclear (200 mL Tris 1 M pH=7,5, 100 mL
EDTA 0,5 M pH=8, CTAB 20 g, ajustando hasta 1 L con agua destilada), Solucién de
Aislamiento de ADN (Sorbitol 63,78 g, Tris 12,10 g, EDTA 1,68 g en 1 L de agua
destilada), y N-laurilsarcosina 5 % (m/V). Las muestras se incubaron durante una hora
en esta solucién a 65°C, agitandose manualmente por inversién cada 15 minutos. Se
afiadieron 750 pL de cloroformo isoamilico (24:1) y se centrifugd durante 15 minutos a
12.000 x g tras haber sido mezcladas manualmente mediante inversiones continuas.
Después se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo eppendorf. El ARN fue eliminado
afadiendo 1 pL de ARNasa (Roche) e incubando la muestra a 37°C durante 30 minutos.
Posteriormente se precipitd el ADN afiadiendo 600 pL de isopropanol y 150 uL de
acetato amoénico 7,5 M, incubandose durante 10 minutos a temperatura ambiente y
centrifugando las muestras durante 10 minutos a mdaxima velocidad (16.000 x g) en
una micréfuga eppendorf de poyata. Tras comprobar la existencia de precipitado, éste
se lavo al menos dos veces con etanol 70 % (V/V) con centrifugaciones a maxima
velocidad de 5 minutos de duracion. Finalmente el ADN fue resuspendido en 50-100 pL

de agua Milli-Q.
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ADN plasmidico. E. coliy A. tumefacientes

Segun las circunstancias, se utilizaron tres métodos diferentes de extraccion:

a) Lisis alcalina

Fue utilizado de manera rutinaria para la comprobaciéon de posibles colonias
bacterianas transformadas. El protocolo es una modificacién del manual del kit
comercial Plasmid Mini-Preps Using (Promega). EI ADN resultante no es de alta pureza,
pero es suficiente como para llevar a cabo reacciones de PCR y digestiones
enzimaticas.

El procedimiento consistido en centrifugar 2-4 mL de cultivo bacteriano de a
3.000 x g durante 5 minutos. El sedimento celular se resuspendié en 250 pL de
Solucién de Resuspensién (Tris-HClI 50 mM a pH 7,5, EDTA 10 mM, RNasa A
100ug/mL). Tras una vigorosa agitacidn en vortex, se afiadieron 250 pL de Solucién de
Lisis (NaOH 0,2 M, SDS 1% (m/V)), incubandose a temperatura ambiente durante 5
minutos. Transcurrido este tiempo se afladieron 250 puL de Solucion de Neutralizacion
(Acetato de potasio 1,32 M a pH 4,8) y se centrifugd a maxima velocidad (16.000 x g)
durante 5 minutos. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo eppendorf al que se
afiadieron 750 puL de isopropanol. Se realizé una nueva centrifugacion a mdxima
velocidad durante 5 minutos para precipitar el ADN. Finalmente el ADN plasmidico se

resuspendid en 50 uL de agua Milli-Q estéril.

b) Preparacion de ADN plasmidico con el kit comercial NucleoSpin®
Plasmid
Cuando se requirié un alto grado de pureza del ADN, como por ejemplo, para la
construccion de plasmidos o para reacciones de secuenciacion, se utilizd el kit de
minicolumnas comerciales NucleoSpin®Plasmid (Macherey-Nagel) siguiendo las

recomendaciones del fabricante y partiendo de cultivos bacterianos de 2-4 mL.
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¢) Preparacion de ADN plasmidico con el kit comercial NucleoBond® Xtra
Midi

Fue utilizado cuando se requirid un alto grado de pureza en la obtencién de

gran cantidad de ADN (por ejemplo, para la purificacidon de plasmidos de bajo nimero

de copias que pretendian usarse como vectores de clonacién). Se utilizé siguiendo las

recomendaciones del fabricante y partiendo de cultivos bacterianos de 100 mL.

ARN total

a) Método TRIzol reagent.

Este método se utilizé cuando el ARN a extraer fue de procedencia flngica. Tras
la obtencién del micelio homogeneizado, se afiadio 1 mL de TRIzol reagent
(Invitrogen), procediendo a la extraccion de ARN segun las recomendaciones del
fabricante, e introduciendo algunos cambios para un mayor rendimiento y pureza en
nuestro sistema. Una vez afiadido el reactivo TRIzol reagent, se homogeneiz6 en un
vortex y se centrifugd durante 10 minutos a 12.000 x g. Se transfirié el sobrenadante a
un tubo nuevo al que se afiadieron 200 pL de cloroformo. Se mezclé mediante una
agitacién vigorosa en el vortex durante 15 segundos y se incubd durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron
durante 15 minutos a 12.000 x g, transfiriéndose de nuevo el sobrenadante a un tubo
eppendorf al que se afiadieron 250 ulL de isopropanol y 250 uL de solucion de
precipitacion (Citrato sédico 0,8 M y NaCl 1,2 M). La mezcla se incubé durante 10
minutos a temperatura ambiente y se centrifugd durante 10 minutos a 12.000 x g. Los
acidos nucleidos precipitados se lavaron con etanol al 75 % (V/V) diluido en agua Milli-
Q estéril tratada con DEPC 1% (V/V), al menos dos veces, con centrifugaciones a 7.500
x g durante 5 minutos. Tras los lavados se afiadieron 50 uL de agua Milli-Q 1% (V/V)
DEPC y se incubd durante 10 minutos a 60°C con el fin de resuspender el precipitado.
Durante todo el proceso de extraccién, las muestras estuvieron convenientemente

incluidas en hielo, siendo de 4°C la temperatura de cada centrifugacion.
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Tras la extraccion de los acidos nucleicos por el método TRIzol reagent, se traté
con ADNasa utilizando el kit comercial Turbo DNA-free™ (Ambion), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

b) Extraccion mediante el kit comercial SV Total RNA Isolation System

23105 (Promega)

Se utilizé prioritariamente cuando el ARN a extraer procedia de la interaccion
hongo-planta. Se utilizaron 30 mg de homogeneizado y se siguieron las instrucciones

del fabricante para la extraccién de ARN.

Cuantificacion de acidos nucleicos

Para estimar la pureza y la concentracién de ambas moléculas se midié la
absorbancia de la muestra a 260 y 280 nm mediante un espectofotémetro Nanodrop
(Thermo Scientific). La razdn A,g0/Azs0 indica la pureza del acido nucleico respecto a las
proteinas, que es 1,8 para el genoma de E. coli y 2,0 para el ARN total. Estas razones
pueden variar ligeramente dependiendo del contenido G-C del organismo.

Para cerciorar la estimacién espectofotométrica se analizaron alicuotas de las
preparaciones mediante electroforesis en geles de agarosa (apartado 8,
Transformaciones) (0,6 % para ADN gendmico y 1 % para ARN), calculando el tamafio y
concentracion con referencia a marcadores de peso molecular de concentraciones

conocidas.

6.Vectores de clonacion
PGEM®-T Easy

Este vector de clonacidn se ha utilizado en la clonacién de fragmentos de PCR.
Se comercializa de forma lineal y su tamafo es de 3.015 pb. Dispone de una
desoxitimidina 3’ terminal en ambos extremos. Esta caracteristica mejora la eficiencia
de clonacién de los amplicones, ya que las polimerasas termoestables frecuentemente
afiaden una Unica desoxiadenosina en los extremos 3’ en los productos de PCR. Como
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marcadores seleccionables por fenotipo, posee el gen de resistencia a ampicilina y la
region codificante del péptido a de la enzima B-galactosidasa (/acZ) cuya inactivacion
insercional permite la identificacion fenotipica por color (colonias blancas frente a
colonias azules en E. coli) al afiadir al medio de cultivo sélido LB el sustrato y el
inductor de la enzima: X-gal e IPTG, respectivamente. El plasmido dispone del origen
de replicacidon del bacteriéfago filamentoso fl1. Para determinar la secuencia del
fragmento clonado presenta, en ambos flancos de la multidiana de restriccién,

secuencias para el reconocimiento de los oligonucledtidos universal y reverso.

Vectores USER

La técnica de clonacién USER (Uracil-Specific Excision Reagent) Friendly™ se
basa en la escision de un nucledtido de uridina en los extremos del inserto generado
mediante PCR. El nucledtido de uridina forma parte de uno de los nueve pares de
bases que se afladen al extremo 5’ de cada cebador. Tras la amplificacién por PCR con
los cebadores, la escisidon de los nucleétidos de uridina por medio de la enzima USER
(endonucleasa VIl y Uracil-ADN glicosilasa) genera una cadena mellada de nueve
nucledtidos en los extremos 3’ del amplicdn. Los extremos 3’ sobresalientes en el
vector de clonacion son generados por restriccidn con las enzimas Pacl y Nt.Bbc.Cl, que

genera la mella homologa (Frandsen et al., 2008).
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Figura 10. Estrategia de clonacion USER Friendly para la construccion en
un paso de un vector de reemplazamiento génico. A, amplificacion de dos
secuencias de recombinacién homadloga (HRS) con cebadores que contienen en el
extremo 5’ una desoxiuridina. B, tratamiento de los amplicones con la enzima
USER. C, disefio del vector USER para la sustitucion dirigida de genes en hongos con
dos sitios de clonacidon USER Unicos (LB y RB). D, hibridacién de los dos fragmentos
de ADN vector con ambos insertos. E, transformacion en E. coli, donde se generan
las uniones covalentes de los insertos al vector. F, deteccidon de transformantes
correctos mediante PCR. (Frandsen et al., 2008).

l Transformation into E. coli

Los plasmidos que se pueden utilizar con esta técnica estdn descritos en
Frandsen et al. (2008). Todos ellos son binarios, contienen las regiones de
reconocimiento para la insercidon conocidas como Left Border (LB) y Right Border (RB),
y confieren resistencia bacteriana a la kanamicina y fungica a la higromicina al portar el
gen de la higromicina B fosfotransfersa (hph). Dependiendo del objetivo concreto, se
utilizaron los siguientes:

e pRF-HU y pRF-HUE: Disefiados para integraciones ectdpicas en el
genoma del hongo. Estan compuestos por 6.336 y 8.709 pb, respectivamente. La gran

diferencia entre los dos radica en que el pldsmido pRF-HUE porta el promotor de
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expresion constitutiva del gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (PgpdA)
procedente de Aspergillus nidulans, lo cual permite la expresion constitutiva del gen
insertado.

e pRF-HU2: De 6.323 pb, estd disefiado para la clonacion dirigida en un
solo paso de dos amplicones de PCR que permitan el reemplazamiento génico en

hongos filamentosos.
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NLBbvCI (6o51) | NUBbVCI(6067) Nt.BbvCI (6038) | NtBbvCl ((I:ng.;)
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Figura 11. Vectores utilizados en la clonacién USER Friendly. A, pRF-HU
(6.336 pb). B, pRF-HU2, (6.323 pb). C, pRF-HUE (8.709 pb). Modificado de Frandsen
et al. (2008).
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Otros vectores utilizados

e gGFP: Tiene un tamaio de 9.240 pb. Fue disefiado para la expresion
constitutiva de GFP en hongos filamentosos mediante transformacién de protoplastos
(Maor et al., 1998; Sukno et al., 2008). Fue utilizado para amplificar el gen sGFP junto
con el promotor constitutivo PgpdA e introducirlo en un vector binario para su

transformacién en F. oxysporum.

Bgl 11 0-00

EcoR 1
239

Figura 12. Vector gGFP. Tamaio de 9.240 pb. El gen sGFP se encuentra
fusionado con el promotor constitutivo PgpdA de A. nidulans. (Maor et al., 1998).

e pJL43-RNAi: Plasmido de 6.406 pb que incluye un cassette de expresion
de ARN de doble cadena para el silenciamiento génico. Para ello presenta un Unico
sitio de clonacidn Ncol flanqueado por dos secuencias promotoras orientadas de forma
invertida: el promotor constitutivo PpbcC procedente de Penicillium chrysogenum vy el
promotor constitutivo PgpdA de Aspergillus nidulans. Adicionalmente, el vector pJL43-
RNAI contiene un gen de resistencia a fleomicina (gen ble), bajo el control constitutivo
del promotor de la glutamato deshidrogenasa (Pgdh) de Aspergillus awamori (Ullan et
al., 2008). Estos dos cassettes fueron amplificados mediante PCR y utilizados para
generar vectores binarios y obtener mutantes silenciados con resistencia a fleomicina

en F. oxysporum.
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Figura 13. Vector de silenciamiento pJL43-RNAi y diagrama de formacién
de ARNds. A, mapa de restriccidn del plasmido pJL43RNAI que contiene un cassette
de expresion de ARNds con un Unico sitio de restriccion Ncol. B, diagrama de la
produccion de ARNds procedente de un gen de interés. (Ullan et al., 2008).

7.Manipulacion de acidos nucleicos
Tratamiento con enzimas de restriccion

Las digestiones de ADN gendmico y plasmidico con endonucleasas de
restriccion se llevaron a cabo de forma rutinaria para la construccién de nuevos
vectores y la caracterizacion fisica de éstos, asi como de otro tipo de fragmentos de
ADN. Las diversas enzimas de restriccion fueron proporcionadas por las casas
comerciales Roche y Takara, utilizandose segun las normas del fabricante, que incluian
el uso de tampodn salino especifico a concentracién 1X, y las condiciones de la
incubacién, generalmente a 37°C de temperatura y con una duracién entre una vy

dieciséis horas, dependiendo de la cantidad y pureza de ADN en la reaccidn.
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Las enzimas USER y Nt.BbvCl fueron proporcionadas por la casa comercial New
England Biolabs. La peculiaridad de estas enzimas es que son capaces de mellar Ia
hebra del ADN, obteniendo extremos sobresalientes. En el caso especifico de la enzima
USER las condiciones de incubacién fueron de 37°C durante 20-30 minutos para mellar

los amplicones producidos por PCR.

Ligaciones

La ligasa DNA T4 cataliza la formacién de uniones fosfodiéster entre
terminaciones yuxtapuestas de 5’-fosfato y 3’-hidroxil en el ADN de doble cadena con
extremos romos o cohesivos. Esta enzima requiere ATP como cofactor de la reaccion.
La casa comercial Roche suministra junto con la enzima un tampdn 10X que incluye
ATP (Tris HCl 660 mM, MgCl, 50 mM, DTT 50 mM, ATP, a pH 7,5). Las incubaciones se
realizaron a 16°C durante 12-20 horas. Como normal general, las reacciones de ligacién
se llevaron a cabo en volumenes de 5-20 uL con las diluciones apropiadas del tampdn

de ligacién y 1 pL de la enzima a una concentracion de 1 U/pL.

Rellenado de extremos 5’ sobresalientes

La enzima Klenow Fragment de la casa comercial Thermo Scientific se utilizé
para rellenar los extremos 5’ sobresalientes, produciendo un extremo romo en los
fragmentos de ADN tratados. Su uso se limité a la construccién de plasmidos. Se
siguieron las recomendaciones del fabricante para su uso: incubacién durante 10
minutos a 37°C de una mezcla que comprendia la enzima, el buffer especifico al 1X,
dNTPs 0,05 mM, agua libre de nucleasas y el fragmento de ADN linear a tratar (0,1-4

ug). Tras ello, la enzima fue inactivada durante 10 minutos a 75°C.
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8. Electroforesis
Electroforesis de ADN

Las electroforesis de ADN se llevaron a cabo en geles de agarosa, preparados
segun los requerimientos, en porcentajes entre 0,5 y 2,5 (m/V) en tampon TAE 1X
(Tris-acetato 40 mM, EDTA 1mM). Se utilizaron cubetas horizontales de 15 y de 30 cm
de largo con tampdn de electroforesis TAE 1X. Las muestras de ADN se mezclaron con
tampodn de carga (azul de bromofenol 0,1% (m/V), xilén cianol FF 0,1% (m/V), glicerol
30% (V/V)) en proporcién 5:1 (V/V). De esta manera el ADN entraba correctamente en
los pocillos y se podia seguir el estado de la electroforesis por la posicion relativa de los
colorantes. Se cargaron las muestras en el gel de agarosa incluyendo una muestra con
un patrén comercial de marcadores de tamafios conocidos (1 kb plus, Invitrogen). A
continuacion, se aplicéd un voltaje variable entre 6-10 V/cm segun el rango de tamafio a
resolver y la cantidad de ADN. Una vez realizada la electroforesis, los geles se tifieron
durante 15 minutos en un bafio de bromuro de etidio (0,5 pg/mL) en TAE 1X, y
posterior lavado durante 10 minutos con agua destilada. El ADN se visualizé en un
transiluminador con luz ultravioleta (A=260 nm), capturandose las imagenes en el

equipo de visualizacién Alphalmager MINI (Protein Simple).

Recuperacion de ADN a partir de fragmentos de agarosa.

A fin de obtener un alto rendimiento de purificacién, se tuvieron precauciones
previas en la electroforesis, como fue el bajo porcentaje de agarosa, 0,7-0,5% (m/V)
segun el tamafio del fragmento a purificar, bajo voltaje y alta resoluciéon para distinguir
la fraccidn deseada. Tras la electroforesis, el fragmento de agarosa donde se alojaba el
ADN fue cortado con una hoja de bisturi estéril. Acto seguido, la purificacién del
fragmento de ADN del bloque de agarosa se llevd a cabo utilizando el kit comercial
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) siguiendo las indicaciones

recomendadas en el manual.
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9.Transformaciones
Transformacion de Escherichia coli mediante choque térmico

Preparacion de células competentes

Las transformaciones mediante choque térmico de E. coli se realizaron
utilizando células competentes obtenidas segiin el método descrito por Hanahan et al.
(1995). Para ello se realizé un preindculo con una colonia de la cepa DH5a en 5 mL de
LB a 200 r.p.m. y 37 °C durante 16 horas. Este preindculo fue afiadido a 500 mL de
medio WV (Psi) cuya composicién para un litro es de 20 g de triptona; 5 g de extracto de
levadura; 0,745 g de MgSQgy; v 1 L de agua destilada. El pH se ajusté a 7,6 con KOH 10
N. La incubacion fue a 37°C y 200 r.p.m. hasta que el cultivo alcanzé una densidad
Optica a A=550nm de 0,48. Las bacterias fueron sedimentadas mediante centrifugacién
a 960 x g durante 5 minutos. Tras ello, se resuspendieron en 150 mL de TFB1 a 4°C. La
composicion de la solucidén acuosa TFB1 es de 12,092 g/L de RbCl,, 6,3 g/L de MnCl,,
2,9 g/L de acetato potasico, 1,1 g/L de CaCl,, 15% (V/V) de glicerol, ajustando con acido
acético 0,2 M el pH a 5,8, y esterilizando por filtracién. Tras la completa resuspension
de las células mediante una agitacién manual suave en la solucién TFB1, se incubaron
en hielo durante 5 minutos y se centrifugaron nuevamente durante 5 minutos a 1.000
x g y a 4°C. Se resuspendieron en 20 mL de TBF2 a 4°C. La composicion de la solucidn
acuosa TBF2 es de 2,1 g/L MOPS; 1,2 g/L de RbCl,; 8,3 g/L CaCl,; 15% (V/V) de glicerol,
ajustando con NaOH 10 M el pH a 7, y esterilizando por filtracidn. Las células
competentes obtenidas se incubaron en hielo durante 15 minutos y se repartieron en

alicuotas de 100 pL para su conservacion a -80°C.

Procedimiento

Las alicuotas de 100 plL de bacterias competentes se descongelaron en hielo. 50
uL de células competentes se utilizaron en la mezcla con el ADN plasmidico, cuya
cantidad estuvo comprendida entre 10 y 200 ng, afiadiéndose volimenes inferiores a
20 pL. La mezcla se mantuvo en hielo durante 30 minutos, tras los cuales las células
fueron sometidas a choque térmico: 50 segundos a 42°C seguido de 2 minutos en

hielo. Se afiadieron 450 pL de medio LB y las células fueron incubadas durante 75
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minutos a 37°C y 300 r.p.m., tiempo suficiente para que las bacterias transformadas
sintetizaran las proteinas responsables para su seleccién, como son las que confieren
resistencia a antibidticos. Transcurrido este tiempo las células se incubaron en medio
LB sélido selectivo durante 16 horas, donde se pudo apreciar el crecimiento de las

bacterias transformadas en forma de colonias diferenciadas.

Transformacion de Agrobacterium tumefaciens mediante

electroporacion

Preparacion de células electrocompetentes

Se inoculdé una colonia de la cepa AGL-1 de A. tumefaciens en 100 mL de LB
complementado con los antibidticos Rifampicina (25 pg/mL) y Carbenicilina (100
pg/mL). Se incubd durante 16 horas a 30°C con una agitacién vigorosa de 200 r.p.m. Al
dia siguiente se centrifugaron las células a 3.800 x g durante 5 minutos a 4°C y se
resuspendid el sedimento celular en 50 mL de glicerol 10% (V/V) a 4°C. Este lavado se
repitié en tres ocasiones. Finalmente, se resuspendieron las células en 1 mL de glicerol

10% (V/V) a 4°Cy se repartieron en alicuotas de 40 puL que se conservaron a -80°C.

Procedimiento

Para la electroporacién se afadieron entre 50 y 200 ng de ADN, nunca un
volumen superior de 4 pL, a 40 pyL de células electrocompetentes. Para realizar la
electroporacion se utilizé un electroporador Bio-Rad gene-pulser™. Se colocé la
mezcla en una cubeta de electroforesis estéril y fria. El pulso fue de 8-12 ms, 2.500 V,
25 pF y 400 Q. La mezcla se recuperé afadiendo 1 mL de LB en la cubeta de
electroporacién y transfiriendo la mezcla a un tubo eppendorf estéril. Las células se
incubaron durante 3 horas a 28°Cy 250 r.p.m., tiempo suficiente para que las bacterias
se encontraran metabdlicamente activas. Transcurrido este tiempo las células se
incubaron en medio LB sélido selectivo (Kanamicina 50 pg/mL) durante al menos 48
horas, donde se pudo apreciar el crecimiento de las bacterias transformadas en forma

de colonias diferenciadas.
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Transformacion de Fusarium oxysporum

Se siguio el procedimiento propuesto por Mullins et al. (2001). Una colonia de
A. tumefacienes transformada con el vector binario se cultivé a 28°C con 250 r.p.m. de
agitacion y en oscuridad durante 48 horas en un cultivo liquido de 2 mL de Medio
Minimo (MM) complementado con Kanamicina (50 mg/mL). Transcurrida esta primera
incubacién se determind la densidad dptica del cultivo a A=600. Este dato sirvié para
ajustar la densidad dptica inicial del siguiente cultivo en Medio de Induccion (M), que
fue de 0,15, en ningln caso afadiendo un volumen de inoculo superior al 10% (V/V).
Las condiciones de cultivo fueron las mismas que en el primer caso, incubandose por
un periodo de 6 horas, tras el cual se ajustd de nuevo la densidad éptica del cultivo a
0,15 anadiendo M.

De forma paralela se preparé una suspensién (10°/mL) en MI de esporas
frescas de la estirpe de F. oxysporum que se deseaba transformar.

Se mezclaron 100 plL de la suspension de esporas con 100 uL del cultivo de
bacterias y se extendié la mezcla sobre una membrana de nitrocelulosa (0,45 um de
poro) colocada en placas Petri con Medio de Cocultivo (Ml con agar bacteriolégico al
2% (m/V)) complementado con Kanamicina (50 mg/mL). La mezcla fungico-bacteriana
fue incubada durante 48 horas a 25°C y en oscuridad. Transcurrido este tiempo, las
membranas fueron cortadas con un bisturi estéril en porciones de aproximadamente 1
cm’. Las porciones fueron transferidas a una nueva placa con un medio selectivo,
como fue el medio PDA complementado con Higromicina B (75 mg/mL), o Fleomicina
(100mg/mL) para seleccionar las estirpes de F. oxysporum transformadas; y
Cefotaxima 200 nM (40 mg/mL) para inhibir el crecimiento de A. tumefaciens. Se
incubaron durante 5-7 dias a 25°C en este medio. Las colonias de F. oxysporum
resultantes fueron replicadas por separado en nuevas placas del mismo medio de
seleccion. Posteriormente se obtuvo a partir de cada una de ellas una nueva colonia

procedente de un Unico microconidio mononucleado.
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Compuesto MM Ml

UK-Buffer 1mL 1mL
2"M-N-Buffer 2mL 2 mL
CaCl; 1% (m/V) 0,1 mL 0,1 mL
NH4NO; 20% (m/V) 0,25mL 0,25 mL
Glucosa2 M 1mL 0,5 mL
FeS0O4 0,01% (m/V) 1mL 1mL
>*Elementos traza 0,5 mL 0,5 mL
Glicerol 50% (V/V) 1mL
YMES 1M 4 mL
>*Acetosiringona 0,2 M 0,1 mL
H,0 estéril 94,15 mL 89,45 mL

1*Tampc')n K: K;HPO, 200g/L, KH,PO, 145g/L, ajustado a pH 7.
ZTampoén M-N: MgS0,-7H,0 30g/L, NaCl 15g/L.
*Elementos Traza: ZnSO,7H.0 (100 mg/L), CusO,5H.0 (100 mg/L), H,BO, (100 mg/L), MnSO,-H,0 (100

mg/L), Na_MoO,-2H,0 (100 mg/L).
*MES: Acido 2-(4-morfolino) etanosulfénico.
>"Acetosiringona 0,2 M: 39,24 mg de Acetosiringona en 1 mL de etanol absoluto.

Tabla 5. Compuestos y proporciones en la elaboracion de medio minimo
(MM) y medio de induccion (Ml).

10. Reacciones en cadena de la
polimerasa

Reaccion en cadena de la polimerasa convencional, PCR.

Este método, desarrollado por Saiki et al. (1988), permite amplificar o generar
multiples copias de un fragmento de ADN especifico a partir de ADN molde.

Los ensayos se prepararon en tubos de 0,2 mL. Los reactivos que intervienen en
una reaccion convencional son los siguientes (para 20 uL de volumen final):

e ADN molde: Es el ADN que se usa como horma en la generacién de las
multiples copias, generalmente ADN gendmico de un Unico organismo, estirpe, o cepa.
En el caso de ADN procedente de F. oxysporum o de un vegetal se afiadieron 5 ng/pL.
En el caso de ADN plasmidico como norma general se afiadieron 0.5 ng/uL.

El primer analisis de posibles colonias bacterianas transformadas se realizé por
PCR. En este caso el ADN molde se utilizd sin previa purificacion. Con una punta de un
palillo estéril se recogid parte de una Unica colonia desde una placa de crecimiento; la
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punta del palillo se sumergié en 10 uL de agua Milli-Q y se afadido 1 pL de esta
suspension de bacterias a la reaccién.

e Cebadores: Son oligonucledtidos, generalmente entre 20 y 25 pb que
delimitan el fragmento de ADN a amplificar. La especificidad es crucial a la hora de su
diseio, que se basd en el criterio de la temperatura de anillamiento, en la que se tiene
en cuenta parametros como la longitud del oligonucledtido y su porcentaje en
composicion G-C. Como norma general, los cebadores disefiados tenian una
temperatura de anillamiento en torno a los 60°C. Ademas se cuidd que no formaran
bucles en si mismos o dimeros entre ellos. Para observar todos los parametros de
estos oligonucledtidos se utilizaron los programas VectorNTI Advance 9 (Invitrogen) y
Geneious 8.0.5.

Cuando se queria disponer de fragmentos de ADN Utiles en la construccidn de
plasmidos se afiadid a los cebadores una secuencia extra en el extremo 5’ que permitia
el reconocimiento de enzimas de restriccién.

Se afiadieron al volumen de reaccién para una concentracion final de 0,125 pM.

Los cebadores fueron suministrados por la casa comercial IDT. La descripcion
de los oligonucledtidos utilizados en el presente trabajo se encuentra detallada en las
tablas 6 y 7 del apéndice Il

e dNTPs: Son los nucledtidos que se utilizan para la formacién de novo del
amplicén. Se afiadieron a 0,2 mM en concentracion final.

e ADN polimerasa: Las amplificaciones de ADN se llevaron a cabo
utilizando distintas enzimas polimerasas de ADN altamente termoestables,
dependiendo del objetivo de la amplificacién.

o DNA polymerase (Biotools): Producida por el organismo
termofilo Thermus thermophilus. Fue utilizada de forma rutinaria en ensayos
de comprobacién e identificacion de fragmentos clonados, plasmidos y ADN
gendmico, asi como otros ensayos en que la fidelidad de la secuencia
producida no era limitante. Se afiadieron 0,1 plL en cada reaccion. Para su uso
fue necesario afiadir Standard Reaction Buffer en concentracién final 1X a la
reaccion de PCR, que entre otros compuestos contiene Mg" (MgCl,), idn

cofactor de la enzima.
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o Enzima PCR Extender Polymerase Mix (5 Prime): Procedente del
organismo Thermus aquaticus. Utilizada cuando se requeria una alta fidelidad
en la secuencia, o en amplificaciones mayores de 3 kb. Se afadieron 0,1 pL de
enzima en cada reaccién. Los diferentes tampones de reaccién que incluye el

kit se afiadieron a concentracion final 1X segln los requerimientos.

El termociclador utilizado para llevar a cabo las reacciones de amplificacién fue
el modelo GeneAmp PCR System 9700 de Applied Biosystems. En el perfil del programa
de PCR se incluyd un proceso de desnaturalizacidon del ADN inicial a 94°C durante 5
minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacion consistentes en una fase de
desnaturalizacion a 94°C durante 15 segundos, una segunda fase de anillamiento de
los cebadores entre 56°C y 63°C, dependiendo la temperatura éptima de la pareja de
cebadores, durante 30 segundos, y una tercera fase de elongacién de 72°C durante 1-3
minutos, dependiendo del tamafio de fragmento que se quiso amplificar. Como pauta
general se programd 1 minuto por cada 1.000 pares de nucleétidos. Todos los
programas de PCR utilizados incluyeron una fase de elongacién final a 72°C durante 7

minutos.

Transcripcion inversa. Sintesis de ADNc.

La reaccidon de transcripcion inversa utiliza ARN como molde para generar
copias de ADN copia (ADNc). Para llevar a cabo esta reaccién se utilizé el kit
PrimeScript™ RT reagent (Takara Biosystems) siguiendo las condiciones que detalla el
fabricante. Por cada 10 pL de reaccidén de sintesis de ADNc se afiadieron 500 ng de RNA
total previamente tratado para eliminar el ADN gendmico, 2 uL de tampodn de reaccion
5X que contiene dNTPs, 0,5 pL de cebadores poli-dT 50 uM, 0,5 pL de enzima Prime
Script RT, y agua libre de nucleasas hasta completar el volumen. La reaccién se llevé a
cabo en un termociclador. Las condiciones fueron: una etapa a 37°C durante 15
minutos para la sintesis de ADNc, seguida de otra etapa a 85°C durante 5 segundos
para la inactivacion de la enzima. Cuando el producto de reaccién no fue utilizado tras

sus sintesis se conservo a -80°C.
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Para comprobar la integridad del ADNc y su posible contaminaciéon con ADN, se
realizaron amplificaciones mediante PCR convencional de regiones del gen codificador
del factor de elongacién EFla (lida et al., 2006) que incluyen un intrén, lo cual permite
observar la consiguiente diferencia de tamafios entre los amplicones gendmicos y

ADNCc.

PCR cuantitativa

La PCR cuantitativa permite la visualizacion a tiempo real de la cinética de la
reaccién, y no solo el producto final, como ocurre en la PCR estandar. A partir de los
estudios basados en la relacién cuantitativa que existe entre la cantidad de secuencia
molde al comienzo de la reacciéon y la cantidad de producto obtenido (Higuchi et al.,
1992), se disefiaron sistemas que permitieron detectar el producto amplificado a
medida que se va formando en los sucesivos ciclos de amplificacién. La PCR a tiempo
real utiliza la fluorescencia emitida por las moléculas que se unen a la doble cadena de
ADN durante la reaccion como un indicador de la cantidad de amplicén producido en
cada ciclo de amplificacion.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 10 plL que contenia 1X
KAPA SYBR Green gPCR Master Mix (Kapa Biosystems), 500 nM de cada cebadory 1 uL
de la reaccidn de transcripcién inversa. Se utilizé el fluorocromo SYBR Green, de unién
al surco menor de la molécula de ADN, debido a su facil uso, su bajo coste y su
capacidad de funcionar adecuadamente en una gran variedad de muestras y rangos de
expresion variables. Las reacciones de PCR a tiempo real se llevaron a cabo en un
termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR system (Applied Biosystems) usando el
perfil recomendado: 40 ciclos de 95°C durante 3 segundos y 60°C durante 30
segundos. La presencia de un producto de amplificacién unico y especifico se
comprobdé mediante el estudio de la curva de disociacién, cuyo perfil térmico fue el
incremento de 0,3°C cada 5 segundos en un rango de 55 a 95 °C. Ademas los productos
finales de PCR cuantitativa se comprobaron mediante electroforesis en geles de

agarosa.
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En todos los casos la regién amplificada, definida por los cebadores, fue de
alrededor de 100 pb, como se indica en las instrucciones del fabricante del
termociclador. Antes de usar cada pareja de cebadores, se desarrollé un analisis de su
eficiencia de amplificacion en el termociclador, calculdndola mediante la construccién
de una recta patréon formada por los datos Ct de seis diluciones seriadas de ADNc
molde. Todas las parejas de cebadores descritas en la tabla 7 tuvieron una eficiencia

entre 96,8 y 102,1%.

El analisis de datos se realiz6 mediante el método de comparacion de Ct
(Bustin, 2000; Pfaffl, 2001), o método de cuantificacion relativa de nivel de expresién
del gen a analizar respecto de un gen control endégeno de expresion constitutiva, que
en el caso de F. oxysporum fue el gen EF1a (lida et al., 2006), y en el caso de P.
vulgaris, el gen de la Actina.

El ciclo umbral Ct (threshold cycle) en cada reaccidén se define como el primer
ciclo de amplificacién donde la sefial de fluorescencia es mayor que el limite de
deteccidon minimo establecido por un umbral asociado con el inicio de un crecimiento
exponencial de la curva de amplificacion del producto de PCR. Asi, una muestra con
mayor contenido de ADN que otra alcanzard antes la fase exponencial y tendra un ciclo
umbral Ct mas bajo.

Para conocer la cantidad relativa de transcrito, RQ (Relative Quantity of
transcript), el método de comparacién de Ct usa la siguiente férmula:

RQ= Z-AACt
Donde:
ACt = Ctgen problema — Ctgen referencia

El calculo del valor AACt implica restar a cada ACt el valor del ACt de una
condicidn calibradora, que es la muestra utilizada como referencia para obtener un
valor relativo de las demas muestras. Como ejemplo clarificador, se utilizaron, como
calibradoras en el estudio de la expresion de genes involucrados en la respuesta de

defensa de la planta, muestras de P. vulgaris sin infectar.
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En todos los analisis de PCR cuantitativa descritos en este trabajo se realizaron
al menos tres réplicas bioldgicas, dos réplicas técnicas de la sintesis de ADNc, y
reacciones en triplicado para el andlisis en el termociclador. En total un minimo de 18
reacciones por muestra.

Todos los calculos de Ct, eficiencias de amplificacion y andlisis estadisticos se
llevaron a cabo mediante el programa informatico complementario al termociclador:

StepOne™ Software V2.3 y el programa Statistix 8.0.

Cuantificacion relativa de biomasa fuingica.

La cuantificacion de biomasa de F. oxysporum f. sp. phaseoli durante la
infeccidon de P. vulgaris se llevd a cabo estimando la cantidad relativa de ADN por
medio de PCR cuantitativa. Se recogieron muestras de tres regiones diferenciadas de
las plantas infectadas a diferentes tiempos: sistema radicular, cuello de raiz e
hipocotilo. Para la deteccién y cuantificacion de ADN fungico se utilizaron las parejas
de cebadores de los genes EF1ay FTF2 descritos en la tabla 7. Ambos genes son de
copia Unica en F. oxysporum. El gen de la Actina amplificado desde el ADN gendmico
de P. vulgaris, mediante los cebadores que también se indican en la tabla 7, fue
utilizado como gen de referencia. El numero de muestras, los componentes de la
reaccidn y las condiciones de perfil térmico son las descritas en el apartado anterior,
excepto que, en lugar de ADNc, se utilizé 1 ng del ADN extraido de plantas infectadas

como molde para la reaccion.

11. Hibridaciones tipo Southern blot

Para desarrollar este tipo de hibridaciones se siguieron las recomendaciones de
la casa comercial Roche, recogidas en el manual de usuario “Dig User’s manual”
(dNTPs marcados con digoxigenina), asi como las recomendaciones generales ofrecidas

por Sambrook et al. (1989).
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Marcaje de sondas

Las sondas se marcaron por un método no radioactivo que se basa en la
incorporacion de dUTP unido a la digoxigenina (DIG, Roche) en los fragmentos de ADN
gue van a ser utilizados como sondas. La digoxigenina es un esteroide encontrado en
las plantas Digitalis purpurea y Digitalis lanata, el cual, debido a sus propiedades
bioquimicas, tiene facilidad para unirse a anticuerpos.

En primer lugar, se optimizaron las condiciones de la reaccion de marcaje
mediante PCR para obtener en cada caso una banda Unica y clara, indicativa de un
Unico y especifico fragmento de ADN amplificado del tamafio esperado. Después se
realizdé el marcaje sustituyendo en la reaccién de PCR los dNTPS por la Polymerase
Chain Reaction Digoxigenin Labeling Mix (Roche). En paralelo se llevé a cabo una
reaccion de PCR con la mezcla de dNTPs no marcados como control positivo. Se
comprobd en gel de agarosa el correcto marcaje de la sonda, ya que la banda
correspondiente muestra un tamario ligeramente superior al del fragmento sin marcar,

debido al peso afiadido de la digoxigenina.

Southern Blot

Las muestras de ADN digeridas con distintas enzimas de restriccion fueron
cargadas en geles de agarosa al 1% (m/V) y sometidas a electroforesis para una
correcta separacién de los fragmentos digeridos. Los geles se visualizaron con bromuro
de etidio y se marcaron convenientemente para identificarlos y orientarlos.

La preparacién para la transferencia del ADN del gel a una membrana de nailon
consta de cuatro fases consecutivas: depurinacién, desnaturalizacién, neutralizacién y
equilibrado. La depurinaciéon se realizd para favorecer la transferencia de los
fragmentos de ADN mayores de 10 Kb y consistidé en dejar el gel expuesto durante 5
minutos a la luz ultravioleta. Posteriormente, el gel se sumergié en la solucién de
desnaturalizacion (NaCl 1,5 M y NaOH 0,5 M) durante 60 minutos. A continuacién se
sumergio el gel en la solucién de neutralizacion (NaCl 1,5 M y Tris-HCl 0.5 M a pH 7,5)
durante otros 60 minutos. El equilibrado se realizé en la solucién SSC 10X (NaCl 1,5 My

Citrato sédico 0,15 M a pH 7) durante 15 minutos.
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La unidad de transferencia consistié en una bandeja de vidrio que contenia el
tampon de transferencia SSC 10X, sobre el que se dispuso una placa lisa de plastico
resistente a modo de puente, donde reposaban tres ldminas superpuestas de papel
Whatman 3MM cuyos extremos se sumergieron en el tampdn. El gel se colocd en
posicién invertida sobre las ldminas de papel Whatman 3MM, se eliminaron posibles
burbujas y sobre él se dispuso una membrana de nailon, Nylon Hybond-N (GE
Healthcare Life Sciences), de igual tamafio y debidamente marcada. Se dispusieron
encima del mismo tres piezas de papel Whatman 3MM. Mediante una pelicula de
plastico se forraron las partes no cubiertas por el gel, asegurando de este modo que
todo el tampdn de transferencia atravesara el gel y la membrana. Sobre la membrana
se colocd papel absorbente (10 cm de espesor) y sobre el conjunto se dispuso un peso
de 1 kg aproximadamente. El ADN del gel se dejé transferir a la membrana de nailon
por un minimo de 16 horas, después de las cuales se retiré la membrana que se colocd
sobre papel secante.

El ADN se fijo irreversiblemente a la membrana mediante irradiacién con luz
ultravioleta (Stratalinker®). La membrana se almacend a temperatura ambiente entre
dos papeles secantes y en oscuridad hasta su hibridacién con la sonda. La eficiencia de
la transferencia se comprobé tifiendo el gel en bromuro de etidio y observando que el

ADN digerido de cada carril habia sido trasferido.

La prehibridacidon y posterior hibridacion de las membranas con la sonda
marcada se llevaron a cabo en tubos de vidrio herméticos, con agitaciéon circular
moderada y constante, utilizando un volumen de 50 mL, suficiente para mantener las
membranas siempre humedas. La temperatura de prehibridacién y de hibridacién fue
de 65°C para hibridaciones restrictivas (hibridacién 100% homdloga), mientras que
para las hibridaciones no restrictivas la temperatura fue inferior, adaptada a cada caso.

En primer lugar se realizdé la prehibridacidon, que consisti6 en incubar la
membrana con el tampdn de hibridacién (SSC 5X, N-laurilsarcosina 0,1% (m/V), SDS
0,02% (m/V) vy reactivo bloqueante (Roche) 1% (m/V)) durante al menos una hora.
Seguidamente se ainadiod la sonda previamente desnaturalizada por calor (10 minutos a
100°C), incubandose la membrana en este tampdn de hibridacidon al menos durante 16

horas.
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Tras el periodo de hibridacion de la sonda se procedié al lavado de Ia
membrana. Primeramente se retird el tampdn de la sonda, que se guardd a -20°C para
su posterior uso en una nueva hibridacién. El lavado consistié en incubaciones seriadas
con agitacion en distintas soluciones: dos lavados de 5 minutos en SSC 2X y SDS 0,1%

(m/V), y dos lavados a temperatura de hibridacion en SSC 0,1X y SDS 0,1% (m/V).

La deteccion de la sonda se llevd a cabo empleando soluciones diluidas en
tampon maleico que constaba de acido maleico 100 Mm y NaCl 150 mM ajustado a pH
7.5 con NaOH.

Las membranas se equilibraron en tampdén de lavado (tampdn maleico con
pilosorbato 20 0,3% (V/V), comercialmente conocido como Tween 20 (Bio-Rad))
durante 5 minutos. Posteriormente se blogquearon en tampdn bloqueante (tampdn
maleico con reactivo bloqueante 1% (m/V)) durante al menos 30 minutos. Transcurrido
este tiempo las membranas se incubaron en tampdn bloqueante al que se afadié el
anticuerpo antidigoxigenina (Roche) en proporcién 1:20.000 durante al menos 30
minutos. Posteriormente se lavaron las membranas dos veces en tampén de lavado
durante 15 minutos y se equilibraron en tampén de deteccién (Tris-HCl 100 mM, NaCl
10 mM a pH 9,5) durante 5 minutos. Tras el equilibrado, la membrana se colocé sobre
una lamina de papel de plastico y sobre ella se extendido 1 mL del sustrato
guimioluminiscente CDP-Star (Roche) diluido 1:100 en tampdn de deteccién por cada
100 cm® de membrana. Posteriormente, se incubd la misma durante 5 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. Transcurrido ese tiempo se procedié a detectar

la quimioluminiscencia en el equipo de deteccién Intelligent Dark Box Il (Fujifilm).

Para retirar completamente la sonda de la membrana se realizaron dos lavados
con una solucién hervida de SSC 0,1X y SDS 0,1X tras la deteccidon, y un lavado de
similares caracteristicas cada dia, manteniéndose en agitacién la membrana en la
solucidn. Al tercer dia de lavado la membrana se secd y se dispuso sobre papel secante

para una nueva hibridacion.
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12. Programas informaticos y bases de
datos

Genious 8.0.5 (Biomatters)

Este programa fue utilizado como una base de datos personal de multiples
secuencias utilizadas en este trabajo. Fue utilizado en el alineamiento de secuencias,
bien mediante su propio programa o mediante otros programas de alineamiento que
estdn incorporados en esta version, tales como MUSCLE o CLUSTALW. Ademas, se
utilizé como herramienta en la edicidn grafica de los plasmidos.

Vector NTI Avanced 9 (Invitrogen)

Utilizado principalmente para la edicién de plasmidos y disefio de
oligonucleétidos y sondas.

StepOne™ Software 2.3 (Life technologies)

Se utilizé para llevar a cabo los calculos, el analisis y la estadistica de los datos
tomados mediante PCR a tiempo real.

NanoDrop ND-1000 3.3 (NanoDrop technologies)

Se utilizd para el analisis de los datos espectofotométricos obtenidos para la
cuantificacién de acidos nucleicos.
LAS-1000 plus 1.31 (Fujifilm)

Utilizado para la visualizaciéon de imagenes de quimioluminiscencia durante los
ensayos de hibridacién.

Alphaview Software 3.3 (Protein Simple)

Utilizado en la visualizacidn de acidos nucleicos en geles de agarosa mediante
irradiacion de luz ultravioleta.

LAS — Advanced Fluorescence Lite 1.8.2 (Leica Microsystems)

Se utilizé para el montaje de las imagenes tomadas mediante microscopia laser

confocal.
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Imagel) 1.48

Utilizado para la cuantificacion relativa de biomasa fungica dentro de los haces
vasculares mediante el andlisis de imdgenes tomadas mediante microscopia laser

confocal.

Statistix 8.0

Utilizado para analisis estadisticos.

Microsoft Office 2007 (Microsoft Corporation)

Utilizado como procesador de textos, asi como editor de figuras y tablas.

Zotero Standalone 4.0

Se utilizé para la edicién bibliografica.

Bases de datos de genomas

Las bases de datos consultadas fueron:

e Broad Institute (https://www.broadinstitute.org).

e Joint Genome Institute (http://jgi.doe.gov).

e National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Apendice 11

Construccion

Cebador

Numero

Secuencia (5’-3’)

de acceso

GGGTTTAAUCAGCCATTCATGGATGACATAAC

pRF-HU-PFTF1GFP B310User DQ280313° ' 670
5FTF1RBamHI GGATCCGGCTCTGCCAGAGACAAAGTTAC
5GFPFBamHI gGFP° GGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG 782
GFPUserR GGACTTAAUCCAGATTCGTCAAGCTGTTTG
OFTF1 B310User DQ280313° gigl_’;l:éAUCAGCCA'I'I'CATGGATGACATAAC 4890
M40AUser GGACTTAAUCTGGGTATGGATGAGTTGGCGAC
pPgpdA::FTF1 FTF1UserF DQ280313° GGGTTTAAUCTAATGACCCTGTTGCTGTA 3290
FTF1UserR GGACTTAAUGATGTCCGGCCATGCCG
PFTF2 PhleoF-Apal pJL43-RNAI° GGGCCCCCCCTCGAGGTCGACTCTAG 1492
PhleoR-Scal AGTACTGATATCAAGCTTGCAAATTAAAGCCTTC
PromFTF2User-F FOXG_09390° GGACTTAAUCTTGTCTCTCTCGCAGGGCAGG 4717
TerFTF2User-R GGGTTTAAUAGCGGAGGAATAGAAGGGTGTTGG
pPhleo-RNAi RNAi-U1 pJL43-RNAI° GGGTTTAAUCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCG 3406
RNAi-U4 GGTCTTAAUGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCT
pFTFPhleo-RNAI SilFTF2F-Ncol FOXG_09390° CCATGGGGACGGATCATCACCTACCTGAGCC 462
SilFTF2R-Ncol CCATGGCGTGTTGGCTTCATGTTGGGATT
pFTFHyg-RNAI RNAi-Userl DQ280313° GGGTTTAAUTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAA 2308
RNAi-User2 GGACTTAAUGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCT
B285 DQ280313° ATCGTCACTACGCCCGTCCG 300
A5 TGGGTGTGATCTAGTAGGGAAACG
M18B DQ280313° CGCCAAAACGCAAGCTCAACTTC 689
M19A GCGAGGGGTGCCGAAACAAAGC
Hph-F  pRF-HU®  GCGCTTCTGCGGGCGATTTG 549
Hph-R CGGGTTCGGCCCATTCGGAC
PhleoF plL43-RNAI° CCAAGTTGACCAGTGCCGTTCC 291
PhleoR CGCCGATCTCGGTCATGGC

Tabla 6. Listado de cebadores utilizados en la construccion de plasmidos y de uso

comun. (a) Numero de acceso en Gen Bank, (b) locus en el genoma de la estirpe 4287 de F.

oxysporum, (c) plasmido.
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N,ii.r—..
Uumero de Secuencia (5'-3') amaho

acceso (pb)
F. oxysporum
EBR1-F FOXG_05408" ACCACCGACAGCAACAGCAGC 155
EBR1-R GTTGGGTCGGCGTTGATCCTC
EFlalpha-F FOXG_03515" CATCGGCCACGTCGACTCT 144
EFlalpha-R AGAACCCAGGCGTACTTGAA
FNR1-F DQ387858° CCAGCAGTTCATGTATGGTGGCG 136
FNR1-R CACCTGAGAGGGGTCGATATGCC
FOW2-F AB266616° CAAATCCTTCGCCCTCACATCTG 130
FOW2-R GATCCTGGTGTCAAAGCCGAGG
FTF1-F DQ280313° TGTGGTGGCCAGGATATGATG 110
FTF1-R TGCATGCCTGCCTTGACAT
FTF2-F FOXG_O939Ob ATGCTCACACCCCCACATTCT 108
FTF2-R ATCCCCCAAAGACAAGCTGAC
GS-F FOXG_05182" TGCCAAGGGCTATGGCTACT 97
GS-R CACGGTAAGGGTCAGCGTTAG
PACC-F AY125958° CATGGCAACCTCTCCGTTCCC 132
PACC-R GGGCAGGTAGTATTGCTGAGCCG
RHR1-F FOXG_05541" CCATGCTGAGATTCTCCACGGC 175
RHR1-R CATGACAGGATCGGTTTGGGGTG
RHR2-F FOXG_09999b CAAGTGGATGGGAGACCTACGCC 158
RHR2-R TGAGCCTGCATTGGCGATTGG
SGE1-F FOXG_10510" CAGCCGTATCCTTGGCAACTA 101
SGE1-R TGGTTGACTTGCCGTTCCTT
SIX1-F AJ608702° GAGCCGCCTCAATCGCCTG 194
SIX1-R GGCCAAGTTGCGCGATATGTG
SIX6-F ACY39286.1° GCTTTTGCGTGGCGAACCC 102
SIX6-R TTTTCCCGTTGCTGAGATTGCG
SIX8-F FJ755837.1° CCTAGCTGTCTCTGTGGCTGCTACG 114
SIX8-R CGTTCGACAAGGGCTCTCTCGTC
SIX11-F KC701449.1° CACAGGGCTTGGCGAAGCTG 131
SIX11-R GCCTCGATACCAGCGTTACCGC
Actin-F  Phvul.011G064500° GAAGTTCTCTTCCAACCATCC 175
Actin-R TTTCCTTGCTCATTCTGTCCG
ERF1-F Phvul.007G127800° CCTGTTGTGGCTCTGAAGAGGAAAC 124
ERF1-R CAGGACCAAGGTCTTCAAACACGAC
ERF2-F  XM_003549886° GGGAAAGTTCGCGGCGGAG 164
ERF2-R CGGAGTTAACCCTCAACGGAAAATTC
PR1-F Phvul.003G109100° CAGGCACTACACTCAGGTTGTTTGGA 111
PR1-R TTGCCAGGAGGAGCATAGTTGCAA
PR5-F Phvul.001G016700° CGGAAAATGTGTCACCGGAGACTG 148
PR5-R ATTGTAACCGTCCACCAGGCTCAC

Tabla 7. Listado de cebadores utilizados en PCR a tiempo real. (a) Numero de acceso en Gen Bank, (b)
locus en el genoma de la estirpe 4287 de F. oxysporum, (c) locus en el genoma de P. vulgaris. (d) locus en
el genoma de Glicine max.
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No busques razones de piedra, no vas a encontrar mds que hiedra intentando abarcar
campos yermos que tengo por dentro,
y barro y manchitas muy secas que dan que pensar, adoquines que estdn por pisar,
pisotones haciendo senderos...
...de buscar candela en la estela que haces al pasar, de estaiiarme a tu enjambre y libar

Fragmento de “En tu agujero”. “Kutxi” Romero






